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1.1  Pdcd4 
 
Programmed cell death 4 (Pdcd4) wurde als ein Gen entdeckt, welches nach der 
Initiation der Apoptose hochreguliert wird. In diversen Säugetieren konnte Pdcd4 
unabhängig von verschiedenen Arbeitsgruppen kloniert werden, wodurch 
unterschiedliche Bezeichnungen für diese Homologe entstanden: MA-3 (1995) [93] 
oder TIS (1996) [189] in Mäusen, H731 (1997) [119] oder 197/15a (1998) [99] im 
Menschen, pdcd4 (2001) [176] in Hühnern und DUG (2002) [3] in Ratten. Schließlich 
wurden diese Homologe zusammenfassend und zur Vereinfachung als Pdcd4 
bezeichnet. Im Laufe der Zeit erhärtete sich der Verdacht, dass Pdcd4 die Funktion 
eines Tumorsuppressor besitzt. In vielen Tumoren oder während maligner 
Transformation ließen sich supprimierte Pdcd4 Mengen nachweisen. Gleichzeitig 
zeigten hohe Pdcd4 Mengen stets auch antineoplastische Effekte. Somit scheint Pdcd4 
ein wichtiger Prognosefaktor und ein strategischer Angriffspunkt im Rahmen der 




1.1.1  Struktur von Pdcd4 
 
Im menschlichen Genom befindet sich das Pdcd4 Gen auf Chromosom 10q24 [59]. Das 
Pdcd4 Protein besteht dabei aus 469 Aminosäuren und verfügt über ein 
Molekulargewicht von 64 kDa. Neben zwei möglichen „nuclear localization signals“ 
(NLS) am N- und C-Terminus und einer putativen RNA-bindenden Region (Position 1-
157) besitzt Pdcd4 auch zwei konservierte α-helikale MA-3 Domänen in der Mitte 
(MA-3m) und am C-Terminus (MA-3c) [3, 16, 117, 119] (siehe auch Abbildung 1.1). 
Diese MA-3 Domänen können einerseits direkt über eine Bindung an die RNA-Helikase 
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eIF4A die „cap-dependent“ Translation verhindern, zum anderen führt das 
konkurrierende Verhalten mit dem Adapterprotein eIF4G, welches auch an eIF4A 
bindet und somit schließlich zur Bildung des eIF4F Komplexes beiträgt, zu einer 
indirekten Hemmung der Translation [3, 27, 30, 64, 67]. Später durchgeführte 
detailliertere strukturelle Analysen der Bindungspartner und der Bindungskomplexe 
zeigten vielschichtigere Interaktionen zwischen den MA-3 Domainen und den 
eukaryotischen Translation Initiations Faktoren [27, 87, 103, 104, 140]  als zuvor 
beschrieben. 
Zusätzlich besitzt das Pdcd4 Protein zwei Phosphorylierungsstellen an Position Ser67 
und Ser457 [7]. Des Weiteren besitzt die Pdcd4 mRNA eine Bindungsstelle für miR-21 
an Position 228-249 im 3’- nicht translatierten Bereich (UTR) [79]. Beides sind 
wichtige Ansatzpunkte für die Regulation von Pdcd4 auf mRNA- und Proteinebene.  
 




1.1.2  Subzelluläre Lokalisation von Pdcd4 
 
Anhand von Antikörper-Untersuchungen und Immunfluoreszenzstudien wurde 
erstmalig gezeigt, dass Pdcd4 vor allem im Zellkern [61, 176] oder im perinukleären 
Zytoplasma von gesunden Zellen lokalisiert ist [150]. Hingegen präsentierten 
Tumorzellen im Vergleich zu normalen Zellen oder Zellen in der Übergangsphase von 
normalen Zellen zu Tumorzellen eher eine Anreicherung von Pdcd4 im Zytoplasma  

















gegenteilige Effekte der Pdcd4 Lokalisation aufgezeigt haben [117, 195]. 
Erklärungsversuche für diese Unterschiede beziehen die entdeckte Fähigkeit von Pdcd4, 
zwischen Zellkern und Zytoplasma zu pendeln, mit ein [16], beschreiben aber auch eine 
veränderte Pdcd4 Stabilität nach Reifung von Zellen, bewiesen bei Granulozyten [134]. 
Schließlich scheint auch eine Phosphorylierung von Pdcd4 durch Akt zu einer nukleären 
Lokalisation von Pdcd4 beizutragen, wohingegen nicht phosphoryliertes Pdcd4 




1.1.3  Expression und Regulation von Pdcd4 
 
Humanes Pdcd4 wird ubiquitär exprimiert. Die höchsten Konzentrationen von Pdcd4 
konnten in der Leber und im Thymus nachgewiesen werden, gefolgt von Gehirn, Niere, 
Lunge, Milz und Hoden [93, 188]. In suprabasalen Schichten der menschlichen Haut 
zeigte sich ebenfalls eine starke Pdcd4 Aktivität [149]. Die niedrigsten Messungen von 
Pdcd4 wurden im Skelettmuskel und im Herz  beschrieben [93, 188].  
Eine Pdcd4 Expressionssteigerung konnte durch proapoptotische Substanzen wie 
Ionomycin, PMA, Dexamethason [93], durch Überproduktion des FAS-Liganden [3] 
oder SOX15 [69], durch die Differenzierungsstimulatoren ATRA, DMSO, Arsentrioxid 
[133, 134] oder durch Zytokine wie IL-12 erreicht werden [99]. Außerdem führte der 
Entzug von IL-2, IL-3 [93] oder Serum/Glukosemangel zu einer Steigerung der Pdcd4 
Level. Weiterhin wurde in Mausembryonen im 8-zellstadium eine erhöhte Pdcd4 
Produktion nachgewiesen [6]. Schließlich führte auch die zelluläre Alterung zu einer 
erhöhten Pdcd4 Expression [117].  
Daneben offenbarten Zytokine wie IL-2, IL-15 [99], COX-2 über IL-8 und PGE2 [129] 
einige Wachstumsfaktoren (EGF, TGF-ß1, HGF) [149] und Pioglitazone [105] 
verringernde Einflüsse auf Pdcd4. Hingegen konnte eine Behandlung von HCC-Zellen 
mit TGF-ß1 die Pdcd4 Expression und dadurch die Apoptoserate erhöhen [62]. 
Neben Regulationen in normalen Geweben beschrieben im Laufe der Zeit immer mehr 
Studien die Herunterregulierung von Pdcd4 auf Protein und/ oder mRNA Ebene in 
Tumoren. Dazu zählen Lungentumore [10, 183], Gliome [10, 45, 46, 108], 
Nierentumore [10], Zungentumore [44], die Karzinogenese in Kolontumoren [51, 148], 
Hautveränderungen (Plattenepithelkarzinome, Maligne Melanome, Basalzellkarzinome, 
Einleitung 4 
Umgebung von T-Zell Lymphomen) [149], Hepatozelluläre Karzinome [62, 185], 
Nasopharyngeale Tumore [178], duktale Mammakarzinome [195] und 
Ovarialkarzinome [17, 126, 182].     
Die molekularen Mechanismen dieser Pdcd4 Ausschaltung beziehen 
posttranskriptionale und proteinmodifizierende Prozesse ein. Wie schon angedeutet ist 
eine Regulationsmöglichkeit die Phosphorylierung von Pdcd4 Protein am Ser67 oder 
Ser457 durch den PI3K/Akt/S6K1 („mTOR ribosomal protein S6 kinase 1”) Signalweg 
[28, 127], der zentrale Bedeutung für das Zellwachstum, den Zellzyklus, die 
Zellproliferation und die Apoptose hat. Dies führte über die Ubiquitin Ligase SCFßTRCP 
zur Ubiquitinmarkierung und dadurch zum schrittweisen proteosomalen Abbau von 
Pdcd4 [33, 127, 168]. Eine Aktivierung des MEK-ERK Pfades erleichterte schließlich 
auch die Pdcd4 Degradation im Stadium der Ubiquitinylierung [168]. Weiterhin zeigten 
BCR-ABL transformierte CML-Zellen auch eine Aktivierung des mTOR/S6K1 
Komplexes und damit eine Suppression von Pdcd4 [122]. Im Gegenzug erbrachten 
Experimente zur Blockade des BCR-ABL angeregten oder des durch ein Statin 
(Fluvostatin) verhindernden mTOR/S6K1 Weges eine Pdcd4 Protein 
Expressionssteigerung [86, 122].  
Ein weiterer Vorgang der Pdcd4 Verminderung bezieht sich auf die posttranskriptionale 
mRNA Regulierung durch MicroRNAs. MicroRNAs sind nicht codierende RNAs, die 
die Translation durch die Bindung an den 3’- nicht translatierten Bereich der Ziel 
mRNA beeinflussen [191]. Außerdem sind MicroRNAs an Prozessen der 
Differenzierung, Proliferation und Apoptosehemmung sowie an Karzinogenese, 
Tumorwachstum, Invasivität/ Metastasierungsfähigkeit und damit an Tumorprogression 
beteiligt [191]. Dies entspricht den gegenteiligen Funktionen von Pdcd4. Dabei 
bestätigte sich, dass miR-21 in verschiedenen Tumoren zu einem vermehrten Abbau 
von Pdcd4 mRNA beträgt [79]. In einigen Fällen bestand zusätzlich eine inverse 
Korrelation zwischen der Pdcd4 und der miR-21 Expression in normalen Geweben und 
malignen Tumoren [48, 92, 125, 184] (siehe auch Abbildung 1.2 und 1.3: 
Auswirkungen der Pdcd4 Expression durch Beeinflussung von miR-21). Allerdings 
zeigte sich in einer neueren Veröffentlichung keine Regulierung von Pdcd4 durch miR-
21 in Prostatakarzinomen [109]. Eine Studie präsentierte Ergebnisse von 
Plattenepithelkarzinomen des Kopfes und Halses bei denen neben miR-21 
möglicherweise miR-103 und miR-107 zu einer Verringerung der Pdcd4 Expression 
führten [144]. Wie unlängst publiziert, könnte auch miR-155 Pdcd4 regulieren [194].  
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Weiterhin wurde die Möglichkeit der transkriptionalen Regulierung von Pdcd4 
beschrieben. V-myb, ein Transkriptionsfaktor, bewies eine Pdcd4 steigernde Wirkung in 
Hühnerzellen [163, 176]. Hingegen zeigte die Herunterregulierung von c-myb 
verringernde Einflüsse auf Pdcd4 [54]. Die Ausschaltung von DNMT1 (DNA 
Methyltransferase 1), welche in der Regel CpG Bereiche am 5’-Ende methyliert und 
damit die Genexpression in Säugetieren kontrolliert,  führte unter anderem in HCC-
Zellen und Gliomen zu einer Pdcd4 Expressionssteigerung [46, 55].  Im Einklang dazu 
bewies die Methylierung eine Erniedrigung von Pdcd4 auf der mRNA Ebene in 
Gliomen [46].  
Weitere Arbeiten mit Chemotherapeutika, wie Retinoiden/  Retinoid-Rezeptor-
Agonisten, Antiöstrogenen, HER2/neu Antagonisten, COX-2 Inhibitoren, 5-FU  [107, 
130, 195, 198] oder sogar 13-HOA, einem Metaboliten der Linolsäure [115] führten zu 
einer Steigerung der Pdcd4 Bildung.  
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1.1.4  Funktionen von Pdcd4 
 
Wie schon oben erwähnt kann Pdcd4 aufgrund seiner strukturellen Eigenschaften die 
Translation von bestimmten Proteinen hemmen. Ferner hat Pdcd4 durch seine RNA 
bindende Domäne die Möglichkeit in metabolische RNA Prozesse einzugreifen [16], 
auch wenn die Komplexität dieser Vorgänge noch nicht vollständig untersucht ist.  
In dem „JB6 - epidermal mouse model“ wurde früh festgestellt, dass Pdcd4 
neoplastische Transformation unterbinden kann und eventuell als Tumorsuppressor 
agiert [32, 65, 66]. Daneben zeigte Pdcd4 die Fähigkeit, die Transaktivierung des 
Transkriptionsfaktors AP-1 durch Hemmung des MAP4K1 – JNK Pfades  zu stören [65, 
66, 68, 121]. AP-1 ist dafür bekannt verschiedene Signalwege zu aktivieren, die im 
Zusammenhang mit Zellinvasion, Zellmotilität und Tumorprogression stehen [15, 42, 
101]. Eine wiederhergestellte oder erhöhte AP-1 abhängige Transkription konnte 
sowohl durch die Ausschaltung, als auch durch die Phosphorylierung von Pdcd4 mittels 
Akt erreicht werden [7, 142]. Zusätzlich leitete die Herunterregulierung von Pdcd4 
Zellinvasion, Intravasation und Metastasenbildung von Tumoren über die erhöhte ß-
Catenin/ Tcf-abhängig Transkription  [141, 142], die gesteigerte u-PAR Genexpression 
[88] und die hochregulierte c-Myc Bildung ein [141]. Ein Mangel an Pdcd4 führte 
Pdcd4 ↓ 
miR-21 ↑ 





ebenfalls zu wachsenden DNA Schäden nach UV Licht-, Etoposid- und 
Ethylmethylsulfonat-Exposition. Dadurch wurden Zellen in ihrer genomischen Stabilität 
beeinflusst und die entstandenen Mutationen der DNA trugen zur Tumorgenese und 
Apoptoseresistenz bei [120, 138]. Überdies reprimierte Pdcd4 die Sekretion der 
neuroendokrinen Tumormarker CgA und Sg II sowie von PC1, einem in mehreren 
Tumoren oft erhöhten Protein [105].  Eine Überexpression von Pdcd4 förderte über die 
vermehrte Sekretion von TIMP-2 [129] oder durch negative Steuerung der CA II [106] 
sowie der Lysyl-Oxidase [2] eine Wachstums- und Zellinvasionhemmung in Tumoren. 
Ein weiterer Mechanismus der Zellwachstumshemmung in Tumoren zeigte die 
Interaktion von Pdcd4 mit dem Transkriptionsfaktor Twist1, wobei die Funktion von 
Twist supprimiert und damit die YB-1 Transkription unterdrückt wurde [113].  
Hinzu kommt, dass eine starke Pdcd4 Expression diverse Tumore für 
Chemotherapeutika sensibilisierte, z.B. Brust- oder Nierentumore für Geldanamycin 
[10], pankreatische Karzinoide für 5-FU oder Farnesol [107] und Prostatatumore für 
Paclitaxel oder Cisplatin [113]. Die alleinige Pdcd4 Expression stellte in einigen 
Tumoren sogar einen unabhängigen Prognosefaktor dar. Dabei gingen niedrige Pdcd4 
Level mit schlechterer Differenzierung, geringerem Überleben und Tumorprogression 
in Ovarialtumoren, Kolontumoren und Gliomen einher [46, 51, 126, 182]. Hohe Pdcd4 
Konzentrationen unterdrückten den malignen Phänotyp in Ovarialtumoren [199] und 
verringerten das Potential Metastasen von HCC zu bilden [153, 186]. 
Trotz alledem scheinen die Funktionen von Pdcd4 auch zellspezifisch und abhängig 
vom genetischen Hintergrund zu sein [107], denn einige Studien präsentierten Effekte 
von Pdcd4, die sich in anderen Tumoren nicht bestätigten, wie z.B. die unterschiedliche 
Regulierung von p21Waf1/Cip1 [53, 107, 120, 134] und von u-PAR [88, 129, 141] in 
verschiedenen Tumorzelllinien. 
Neben vielen in vitro Experimenten haben einige Studien die Funktion von Pdcd4 als 
Tumorsuppressor in vivo unterstrichen.  Transgene Mäuse, die Pdcd4 in der Epidermis 
überexprimierten, waren weniger anfällig für Papillome, für Karzinome oder für den 
Übergang von Papillomen zu Karzinomen [11]. Außerdem verkleinerte sich in 
Nacktmäusen die Tumorlast von Ovarialkarzinomen, die eine hohe Pdcd4 Produktion 
aufwiesen [199]. In einem K-ras-Null Lungentumor Modell von Mäusen konnte Pdcd4 
als Dosieraerosol Apoptose fördern sowie Zellproliferation und wichtige 
proangiogenetische Faktoren (VEGF und EGF-2) unterdrücken [57]. Ähnliche 
Ergebnisse bestätigten sich in Lungen von Ap-1 Luciferase Reporter Mäusen. Dort 
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hemmte die Aerosolfreisetzung von Pdcd4 die AP-1 Aktivität und erleichterte die 
Apoptose [160]. Ein weiterer Tierversuch mit Pdcd4 defizienten Mäusen beschrieb eine 
spontane Lymphom, meistens B-Zell Lymphom Bildung, mit rascher Metastasierung. 
Als mögliche Ursache wurde eine erhöhte IL-4 und/ oder IL-10 Produktion identifiziert. 
Außerdem zeigten diese Mäuse eine Resistenz gegenüber Autoimmunerkrankungen wie 
Enzephalomyelitis und Diabetes [5]. Der Lipoxygenase Metabolit 13-HOA, welcher aus 
Linolsäure entsteht und in Getreidekörnern enthalten ist, förderte die Pdcd4 Bildung in 
Mäusen. Dieser Mechanismus offenbarte antiinflammatorische Wirkungen in der Haut 



























1.2  Angiopoietine 
 
Die Angiopoietin Familie, bestehend aus den Liganden Angiopoietin1 (Ang1), 
Angiopoietin2 (Ang2), Angiopoietin3 (Ang3) und Angiopoietin4 (Ang4), bildet eine 
Gruppe von Wachstumfaktoren, die eine große Bedeutung bei der Neubildung von 
Gefäßen hat. Gemeinsam ist den vier Proteinen die Bindung an den Tie2-Rezeptor [37, 
76, 110, 139, 146]. Nachdem 1996 Ang1 identifiziert wurden war, erfolgte 1997 mittels 
Homologiescreening die Entdeckung von Ang2 als Paralog von Ang1. Seit dem wurden 
die Angiopoietine 1 und 2 am gründlichsten untersucht. Beides sind sezernierte 
Glykoproteine mit einem Molekulargewicht von 75kDa [146]. Ang1 besteht aus 498 
Aminosäuren und das zugehörige Gen ist auf dem Chromosom 8q22 lokalisiert, 
während Ang2 496 Aminosäuren besitzt und dessen Gen auf Chromosom 8q23 gelegen 




1.2.1  Struktur der Angiopoietine 
 
Der Grundaufbau der Angiopoietine ist charakterisiert durch eine am N-Terminus 
gelegene doppelt gewundene Domäne gefolgt von einem Verbindungspeptid und einer 
Fibrinogen ähnlichen Domäne nahe des C-Terminus [37, 139, 146] (siehe Abbildung 
1.4). Während der doppelt gewundene Bereich verantwortlich für die Homo- oder 
Oligomerisierung (Trimere, Tetramere, Pentamere) der Liganden und damit für die 
Tie2-Rezeptor Aktivierung ist [96], spielt die Fibrinogen homologe Domäne eine 




Abbildung 1.4: Schemazeichnung der Ang2 Struktur [181]. Rechts daneben ist eine Isoform dargestellt, 
die durch eine alternative Splicevariante des humanen Ang2 entsteht [75]. Die Prozentzahlen in der Mitte 




1.2.2  Eigenschaften und Expression von Angiopoietin2 
 
Während die Bildung von Ang1 vorrangig in glatten Muskelzellen und Perizyten 
stattfindet, wird Ang2 fast ausschließlich von Endothelzellen produziert [9, 82, 128, 
139, 157, 159, 174]. In Endothelzellen kann Ang2 neben dem von Willebrand-Faktor in 
den Weibel-Palade-Körpern, die im Zytoplasma liegen, gespeichert werden [174]. 
PMA, Ionomycin und Thapsigargin verursachten genauso wie die Zytokine Thrombin 
und Histamin eine schnelle Freisetzung von Ang2 aus den Weibel-Palade-Körpern [174, 
196]. Daneben konnte auch S1P, ein Sphingolipid, die Exozytose von Ang2 induzieren, 
ohne eine unmittelbare Neusynthese von Ang2 zu erzeugen [21]. Im Gegensatz zu Ang1 
wird Ang2 nach der Sekretion aber nicht in die extrazelluläre Matrix mit eingebunden, 
sondern diffundiert frei [192]. Trotzdem scheint Ang2  autokrin zu wirken, um die 
Reagibilität der Endothelzellen zu kontrollieren, hingegen Ang1 eher parakrin.  
Im Gegensatz zu der relativ konstanten Expression von Ang1 wird Ang2 physiologisch 
vor allem in Geweben mit erhöhtem Gefäßumsatz exprimiert. Dazu zählt die Phase der 
Vaskularisierung der Retina genauso wie die Gefäßrückbildung des Corpus Luteum im 
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Müller’sche Zellen eine Ang2 Produktion auf [34, 157]. Durch Angiogenese 
stimulierende Moleküle wie VEGF, bFGF, TNF-α oder FGF-2 scheint Ang2 unter 
hypoxischen und pathologischen Zuständen vermehrt gebildet zu werden [4, 9, 38, 50, 
58, 77, 114, 137, 158, 159]. Hohe Glukosekonzentrationen und Superoxide können die 
Ang2 Bildung auch regulieren. Sowohl in Endothelzellen von Tumorzellen [35, 84, 
200], als auch in Tumorzellen ist die Expression gesteigert [91, 152, 169].  
Weitere Studien zeigten auch eine Regulation von Ang2 durch die 
Transkriptionsfaktoren Ets-1 [4] und FOXO1 [19], beides Proteine, die während 




1.2.3 Physiologische Bedeutung von Angiopoietin2 [43] 
 
Wenn Ang2 in Gegenwart von VEGF an den Tie-2 Rezeptor von Endothelzellen bindet, 
lösen sich als Folge einer Signalkaskade Perizyten von den Endothelzellen. Dabei 
werden die Gefäße undicht, geweitet und damit durchlässig für bestimmte Proteasen 
und Matrixkomponenten des Blutstromes. Dieser Vorgang wird Extravasation genannt 
und charakterisiert die Destabilisierung der Gefäße. Dadurch können verschiedene 
angiogene Zytokine, wie VEGF, PDGF, FGF, EGF die Proliferation und Migration von 
Endothelzellen fördern. Es entstehen neue Zell-Zell-Verbindungen über Integrine und 
schließlich neue Endothelzellformationen, aus denen Blutgefäße werden. Die 
Stabilisierung der neuen Gefäße fordert dann letztlich die Bildung einer Basalmembran 
und das Umschließen durch Perizyten und glatten Muskelzellen. VEGF und Ang1 sind 
maßgeblich an der Stabilisierung der neuen Gefäße beteiligt [80, 146].  
Schließlich zeigte sich, dass eine hohe Ang2 Expression in Verbindung mit einer 
gesteigerten VEGF-A Produktion zur Bildung neuer Gefäße führt, aber in Verbindung 
mit einer geringen Konzentration oder einer Hemmung von VEGF-A zur 
Gefäßrückbildung [80, 82, 139]. In verschiedenen in vivo und in vitro Experimenten  
konnte diese Beeinflussung bewiesen werden [80, 112, 190]. Damit bestätigte sich ein 
schon angenommenes Modell, welches Ang2 nicht als Aktivator von Tie-2 präsentiert, 
sondern als Gegenspieler zu den Ang1 vermittelten stabilisierenden Effekten und 
dadurch die Gefäße sensibel für angiogene Zytokine macht [83].  
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1.2.4  Angiopoietin2, ein Antagonist und partieller Agonist am 
Tie2-Rezeptor 
 
Zuerst wurde Ang1 als agonistischer Ligand des Tie-2 Rezeptors entdeckt. Ang2 
hingegen gelang es nicht diesen endothelialen Rezeptor zu phosphorylieren und zu 
aktivieren. Damit zeigte Ang2 antagonistische Eigenschaften am Tie-2 Rezeptor [139]. 
Es wurde die Hypothese gestellt, dass Ang2 die Effekte von Ang1 blockieren kann und 
damit als natürlicher Antagonist von Ang1 wirkt [139]. Auch eine vermehrte Ang2 
Exposition in in vivo und in vitro Experimenten konnte die Ang1/Tie2-Rezeptor 
Aktivierung verhindern [58, 63, 161, 174]..Spätere Studien bewiesen aber, dass Ang2 in 
Abwesenheit von Ang1 partiell agonistische Wirkungen besitzt und damit 
Phosphorylierungen des Tie2-Rezeptors induziert und wiederum in Anwesenheit von 
Ang1 den Tie2-Rezeptor antagonisiert [70]. Allerdings ist die Stimulation des Tie2-
Rezeptors durch Ang2 weniger kräftig als die von Ang1, obwohl beide mit gleicher 
Affinität von über 3 nM an diesen Rezeptor binden [70, 139]. Wie nun Ang2 seine 
antagonistische/ agonistische Wirkung auf den Tie2-Rezeptor ausübt, bedarf 
zusätzlicher Forschungen, denn Ang1 und Ang2 beanspruchen eine nicht zu 
unterscheidende Tie2-Rezeptorsbindungsstelle [49]. Trotzdem wird angenommen, dass 
die Struktur der Fibrinogen ähnlichen Domäne, die für die Rezeptorbindung 
verantwortlich ist, Einfluss hat [145, 179]. Andererseits agiert Ang2 auch in 
Abhängigkeit vom Zelltyp, den experimentellen Gegebenheiten, wie Grad der 
Konfluenz der endothelialen Zellen, Dauer der Ang2 Stimulation, 
konzentrationsabhängigen Effekten und dem Vorhandensein von Kofaktoren wie Tie1 
[20, 74, 82, 100, 128].   
Gemeinsame Funktionen von Ang1 und Ang2 wurden in in vitro Versuchen gezeigt, 
zum Beispiel, dass Ang2 den Tie-2 Rezeptor phosphorylieren kann, wenn dieser 
außerhalb von Endothelzellen exprimiert wird [139]. Auch bei sehr hohen 
Konzentrationen der Tie-2 Rezeptoren auf der Endothelzelle oder bei langer Exposition 
mit Ang2 wurde eine Aktivierung erreicht [74, 172]. Ang2 kann Tube Formation, 
Chemotaxis und die Produktion von MMP-9 induzieren [1, 187] und besitzt die 
Fähigkeit Migration und Gefäßwachstum bei in Gel eingebetteten 
Endothelzellspheroiden zu stimulieren [97]. 
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1.2.5  Angiopoietine und Malignität 
 
Die Balance zwischen Ang1 und Ang2 ist wichtig für die Gefäßintegrität und für die 
physiologische Gefäßneubildung. Neben VEGF konnte aber auch für die Angiopoietine 
nachgewiesen werden, dass sie an dem angiogenen Switch und damit an der 
Tumorangiogenese beteiligt sind [94, 155, 166]. Dabei wird das Gleichgewicht 
zwischen Förderung und Hemmung der Angiogenese zu Gunsten der Gefäßneubildung 
verschoben. Für die Angiopoietine würde dies bedeuten, dass Ang2 hochreguliert und 
Ang1 reduziert werden müsste. Damit kommen die destabilisierenden und proliferativen 
Eigenschaften von Ang2 zur Geltung. 
Eine erhöhte Expression von Ang2 auf mRNA- und/ oder Proteinebene wurde in vielen 
Geweben von Tumoren nachgewiesen (siehe Übersichtsartikel [43, 151] und Abbildung 
1.5). Darüber hinaus wurden im Blut von Patienten mit Krebsleiden, wie 
Plattenepithelkarzinome des Ösopahgus [197], Mammakarzinome [52], 
Prostatakarzinome [52], HCCs [147] und Lungenkarzinomen [89], erhöhte Ang2 
Spiegel gefunden. In Kolorektalen- und Magentumorzellen, die mit Ang2 transfiziert, 
damit zur Überproduktion angeregt und in Mäuse injiziert wurden, zeigte sich ein 
invasives Tumorwachstum. Diese Tumore proliferierten und metastasierten schneller als 
die Kontrollgruppe [155, 165]. In HCCs von Mäusen führte eine alleinige 
Überexpression von Ang2 nicht zum Tumorwachstum. Allerdings wurde in Verbindung 
mit einer erhöhter VEGF Bildung ein starkes Tumorwachstum und eine vermehrte 
Angiogenese festgestellt [60]. Im Gegensatz dazu führte eine Überexpression von Ang1 
eher zu einer Reduktion der Tumormasse [72, 131, 132]. Neu entwickelte Ang2 
Antikörper oder Peptid-Fc-Fusionsproteine, die die Verbindung zwischen Ang2 und 
dem Tie-2 Rezeptor störten, senkten ebenfalls das Tumorwachstum und die 
Angiogenese [84]. Schließlich präsentierten einige Studien aber auch Ergebnisse, die 
nicht in die Theorie des angiogenen Switch passen [9, 118, 180].  
Letztendlich ist es von entscheidender Bedeutung, welchen Einfluss Angiopoietine bei 
Patienten mit Tumorerkrankungen haben. Dabei konnten die oben genannten Studien 
beweisen [26, 31, 78, 85, 116, 123, 124, 165], dass eine erhöhte Expression von Ang2 
mit abgeschwächter Ang1 Bildung aufgrund von fortgeschrittenem Tumorstadium mit 
Lymphknoteninvasion, Gefäßinfiltration und Metastasen zu einer schlechteren Prognose 










1.2.6  Angiopoietin2 und Entzündung 
 
Durch seine permeabilitäts steigernde, promigratorische und aktivierende Wirkung auf 
das Endothel [22, 47, 161] wird Ang2 auch als proinflammatorisches Zytokin 
angesehen. Die Serumkonzentrationen von Ang2 scheinen während einer Sepsis massiv 
erhöht zu sein (von 1-2 ng/ml auf 30ng/ml) und korrelieren zusätzlich mit der 
Mortalität. Patienten mit einem Ang2 Serumlevel über 20ng/ml verstarben zu 50% [36, 
90, 156, 161]. In Erkrankungen wie Arthritis und Psoriasis bewiesen Studien zusätzlich 
eine Assoziation zwischen der Ang2 Produktion und der Gefäßneubildung. Außerdem 
führte bei in vivo Experimenten das Nichtvorhandensein von Ang2 in Mäusen zu 













Hauttumore Tumore des ZNS 
Blasenkarzinome AML 
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1.2.7  Weitere Funktionen von Angiopoietin2  
 
Tie2-Rezeptoren wurden auch in lymphatischen endothelialen Zellen entdeckt [98, 167, 
171]. Eine Ausschaltung von Ang2 in Mäusen führte neben schweren 
Gefäßmissbildungen auch zu Fehlentwicklungen des lymphatischen Gewebes. Die 
lymphatischen Missbildungen konnten im Gegensatz zu den Gefäßmissbildungen durch 
vermehrte Ang1 Produktion behoben werden. Es ist anzunehmen, dass die 
Angiopoietine 1/2 über VEGF-C, VEGF-D und den dazugehörigen VEGFR-3 die 
Lymphangiogenese  regulieren [167, 171]. 
Des Weiteren besteht ein Verdacht, dass Angiopoietine mit Integrinen, und damit Tie2-
Rezeptor unabhängig, in Verbindung treten. In Fibroblasten, die keinen Tie2-Rezeptor 
besaßen, zeigte sich, vermittelt durch die Integrine α5ß1 und α vß5, eine direkte 
Zelladhäsion mit Ang1 und Ang2 [170]. Endotheliale Zellen migrierten über Integrin 
αvß3 und α5ß1 zu ortständigen Angiopoietinen, wobei eine direkte Bindung von Ang2 
an das α5ß1 Integrin zu gehäufter Metastas ierung von Mamma Karzinomen über den 
Akt Signalweg  führte [81, 170]. Ebenfalls wurde die MMP-2 Produktion über eine 
Verbindung zwischen Ang2, αvß1 und FAK gesteigert, was schließlich die Invasivität 
von Gliomen förderte [12, 13]. 
In der Steuerung von mesenchymalen Zellen sowie im Hämatopoetischen System spielt 
die Tie2 – Angiopoietin Signalweiterleitung auch eine wichtige Rolle. Hierbei wurden 










1.3  Zielsetzung dieser Arbeit 
 
Pdcd4 (programmed cell death 4) wurde als ein Gen identifiziert, das während der 
Apoptose induziert wird, aber das Protein scheint auch als Tumorsuppressor zu wirken. 
Die Überexpression in epidermalen Zelllinien verhinderte eine neoplastische 
Transformation und führte in Karzinoidzellen zu einer Zellproliferationshemmung. In 
humanen Tumoren scheint die Pdcd4 Expression invers mit der Dignität zu korrelieren. 
In einigen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass die Wirkung von Pdcd4 auch vom 
Zelltyp abhängen kann. Es wäre daher von besonderem Interesse, ein in mehreren 
Zelltypen reguliertes Zielgen von Pdcd4 zu identifizieren. cDNA Analysen gaben erste 
Hinweise, dass ein derartiges Gen Angiopoietin2 sein könnte. Dabei führte in stabil 
transfizierten BON-1- und HCT116 Zellen die Ausschaltung von Pdcd4 zu einer 
Angiopoietin2 Steigerung. Angiopoietin2 spielt bei soliden Tumoren eine wichtige 
Rolle während der Gefäßneubildung. 
Ziel dieser Arbeit ist die Regulation der Angiopoietin2 Spiegel durch Unterdrückung 
der Pdcd4 Expression in verschiedenen Zelltypen zu überprüfen und damit erstmals eine 
zelltypübergreifende Funktion von Pdcd4 zu belegen. Dabei sollen 
molekularbiologische Methoden wie Zelltransfektion, RNA-Isolierung, RT-PCR, Real-
time PCR und Western Blot zum Einsatz kommen. Des Weiteren soll die funktionelle 
Bedeutung einer erhöhten Angiopoietin2 Expression mit zellbiologischen Mitteln wie 
Boyden Chamber Assay und Tube Formation Assay untersucht werden. 
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Kapitel 2 
 
Material und Methoden 
 




Chemikalie       Firma 
Acrylamid (Rotiphorese Gel)    Roth, Karlsruhe, GER 
Agarose NuSieve For Routine Use    Biozym diagnostic, Hameln, GER 
APS (Ammoniumpersulfat)     Serva Heidelberg, GER 
Borsäure       Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Bromphenolblau      Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
BSA (bovines Serumalbumin)    Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Dinatriumdihydrophosphat    Merck,Darmstadt, GER 
DMSO (Dimethylsulfoxid)     Roth, Karlsruhe, GER 
DTT (Dithiothreitol)     Serva Heidelberg, GER 
EDTA (Ethylendiamintetraessigsäure)  Roth, Karlsruhe, GER 
Ethanol       Riedel-de Haen, Seelze, GER 
Ethidiumbromid      Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Glycerol       Merck, Darmstadt, GER 
Glycin       Riedel-de Haen, Seelze, GER 
H2O bidest       Fresenius Kabi, Bad Homburg, GER 
HCl        Merck, Darmstadt, GER 
Kaliumchlorid     Merck, Darmstadt, GER 
Kaliumdihydrophosphat    Merck, Darmstadt, GER 
Mercaptoethanol      Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Methanol       Merck, Darmstadt, GER 
Milchpulver       Roth, Karlsruhe, GER 
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N,N’-Methylenbisacrylamid   Amersham Biosciences AB, SW 
Natriumacetat      Merck, Darmstadt, GER 
Natriumcarbonat      Riedel-de Haen, Seelze, GER 
Natriumchlorid      Riedel-de Haen, Seelze, GER 
Natriumdodecylsulfat (SDS)    Roth, Karlsruhe, GER 
Natriumfluorid      Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Natriumorthovanadat     Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Natrium-Pyrophosphat     Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Natriumthiosulfat-Pentahydrat    Roth, Karlsruhe, GER 
Natronlauge       Merck, Darmstadt, GER 
Ortho-Phosphorsäure     Merck, Darmstadt, GER 
PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid )  Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
TEMED (N,N,N’,N’- Tetramethylethylendiamin) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Trichloressigsäure      Roth, Karlsruhe, GER 
Tris-Base       Roth, Karlsruhe, GER 
Tris-HCl      Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Tris-HCl      Sigma-Aldrich, Deisenhofen, GER 






Material       Firma 
Pipetten (2ml, 5ml, 10ml)     NUNC, Roskilde, DEN 
Pipettenspitzen (1μl, 200μl, 1000μl)  Eppendorf, Hamburg,GER   
Eppendorfreaktionsgefäße (0,5ml, 1,5 ml, 2ml) Eppendorf, Hamburg, GER 
Zellkulturflaschen (25cm2 ,75cm2 ,162cm2)  Greiner Bio-One, Frickenhausen, 
GER 
6-well Platten      NUNC, Roskilde, DEN 
24-well Platten   Falcon - Becton Dickinson Labware, 
USA 
96-well Platten      NUNC, Roskilde, DEN 
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15ml Röhrchen     Sarstedt, Nümbrecht, GER 








Kulturmedium (bezogen auf 500ml) 
HT-29-, PA-Tu-8988T-, Panc-,    DMEM – High Glucose (4,5g/l)  
Imim PC1-, Capan-1-, PSC-,    with L-Glutamine 
MDA435/231-Zellen:  (PAA Laboratories, Pasching, 
Austria) 
10 % FBS   
(PAA Laboratories, Pasching, 
Austria) 
2,5ml Gentamicin (10mg/ml)  
       (PAA Laboratories, Linz, CH)  
HEK-293 Zellen:     DMEM – Ham’s F-12 
       with L-Glutamine 
(PAA Laboratories, Pasching, 
Austria) 
       10 % FBS  
       2,5ml Gentamicin (10mg/ml) 
MCF-7 Zellen:     RPMI 1640 with L-Glutamine 
(PAA Laboratories, Pasching, 
Austria) 
       10% FBS 
       2,5ml Gentamicin (10mg/ml) 
5ml 1mmol Natriumpyruvat  
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(Cambrex Bio Sciences, Verviers, 
Belgien) 
5ml MEM – Nicht essentielle 
Aminosäuren (100x)  
       (Invitrogen, Carlsbad, USA) 
       Insulin  (10µg/ml) bei 1,4mg/ 1ml 
HMEC-1 Zellen:     DMEM – High Glucose (4,5g/l)  
with L-Glutamine 
       10% FBS (oder 1% FBS) 
       2,5ml Gentamicin (10mg/ml) 
       5ml 1mmol Natriumpyruvat 
Hep G2 Zellen:     RPMI 1640 with L-Glutamine 
       10% FBS 
       2,5ml Gentamicin (10mg/ml) 
Dulbecco’s PBS (1x) without Ca2+ + Mg2+:  (PAA Laboratories, Pasching, 
Austria) 
Trypsin EDTA:  (PAA Laboratories, Pasching, 
Austria) 





2.1.3.2 Transiente Transfektion 
 
Spezifisches Kulturmedium:    siehe oben Zellkultur 
siRNA Pdcd4:      10µM (Qiagen, Hilden, GER) 
siRNA Mock:      10µM (Qiagen, Hilden, GER) 
OptiMEM:  (serumfreies Medium Fa. GIBCO, 
Eggenstein-Leopoldshafen, GER) 
siLentFect Lipid Reagent:  (Bio-Rad Laboratories, Hercules, 
USA) 
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2.1.3.3 Gesamtproteinextrakt (GPE) 
 
Puffer für Gesamtproteinextrakt:    1ml PBS 
1μl EDTA 0,5M 
10μl Phosphataseinhibitor (100fach 
konzentriert) 
Optional:      20μl/ ml Na-Vanadat 100mM 
10μl/ ml PMSF 100mM 
25μl/ ml Na-Pyrophosphat 100mM 
50μl/ ml Na-Fluorid 1M 
Dulbecco’s PBS (1x) without Ca2+ + Mg2+:  (PAA Laboratories, Pasching, 
Austria) 
Standardlösung/  1ml Breadfordlösung + 4ml H2O 
bidest 
Protein-Assay Lösung:                                              (Bio-Rad Laboratories, München,  
      GER) 




2.1.3.4 RNA Isolation 
 
Dulbecco’s PBS (1x) without Ca2+ + Mg2+:  (PAA Laboratories, Pasching, 
Austria) 
Zelllyse:      1ml RTL Puffer + 
       10µl ß-Mercaptoethanol 
RNeasy® Spin Column  
Purification Kit (Qiagen, Hilden, GER):  RW1, RPE und RTL Puffer 
RNase – freies Wasser 
TE-Puffer:      20mM Tris-HCl pH 7,5 einstellen 
       1mM EDTA 
70% und 100% Ethanol:    (Riedel-de Haen, Seelze, GER) 
3M Natriumacetat     (Merck, Darmstadt, GER) 
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2.1.3.5 Western Blot 
 
4 x SDS Probenpuffer pH 6,8:   2ml 1M Tris-HCl pH 6,8 
       0,8g 10% SDS 
       4ml Glycerol 
       1 Tropfen Bromphenolblau 
       auf 7ml mit H2O bidest auffüllen 
- im Verhältnis 3:2 mit 1M DTT mischen und Lämmlipuffer zu jeweils 30% auf die 
Proben verteilen 
 
SDS-Laufpuffer (10fach konzentriert):   250mM Tris-Base 
1,92M Glycin 
1% SDS 
SDS-Laufpuffer (einfach konzentriert):  100ml 10fach konz. SDS-Laufpuffer 
       ad 1l H2O bidest 
Blotting Puffer (10fach konzentriert):  1,92M Glycin 
(10 x Transferpuffer)  250mM Tris-Base pH 8,2 
ad 1l H2O bidest 
Blotting Puffer (1fach konzentriert):  100ml 10fach konzentrierte Lösung 
(1 x Transferpuffer)  200ml 100% Methanol 
ad 1l H2O bidest 
10 x TBS:       1,5M NaCl 
0,1M Tris-Base pH 7,5 
ad 1l H2O bidest 
TBST:       100ml 10x TBS 
5ml Triton-X-100 20% Lösung 
ad 1l H2O bidest 
Blocking Puffer:      2,5g Magermilchpulver 
50ml TBST 
Ponceau S:      (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) 
Prestained Protein Marker:    Broad Range 6-175kDa 
(BioLabs, Beverly, USA) 
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Sammelgel Trenngel 
280µl 1M Tris-HCl pH 6,8  4ml 1M Tris-HCl pH 8,8  
220µl 30% Acrylamid 4ml 30% Acrylamid 
1,5ml H2O bidest 2ml H2O bidest 
8µl 10% SDS 80µl 10% SDS 
4µl TEMED 10µl TEMED 
40µl 10% APS 100µl 10% APS 































Tabelle 2.1.2: Verwendete Antikörper 
ECL Advanced Western Blotting- 
ECL Plus Western Blotting- 
ECL Western Blotting- 
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2.1.3.6 Semiquantitative RT-PCR 
 
RNase freies Wasser 
RNase Inhibitor 
dNTP Mix, 10mM jedes dNTP 
5 x Qiagen OneStep RT-PCR Puffer 
Qiagen OneStep RT-PCR Enzym Mix 
6 x Loading Dye 
Tabelle 2.1.3: OneStep RT-PCR Kit (Qiagen, Hilden, GER) 
 
Standard 100bp ladder:  (Amersham Biosciences, Little 
Chalfont, UK) 
Primer:      Aktin 10pmol/ µl 
(Sequenzen siehe Methoden)    (Life Technologies Gibco BRL, 
Gaithersburg, USA) 
Ang2 10pmol/ µl 
       (metabion, Martinsried, GER) 
5 x TBE Puffer pH 8,0:    54g Tris-Base 
       27,5g Borsäure 
       20ml 0,5M EDTA 
ad 1l H2O bidest 
TBE Puffer:      Rotiphorese 10 x TBE  
       (Roth, Karlsruhe, GER) 
0,5 x TBE:      50ml 5 x TBE  
       ad 0,5l H2O bidest 
Agarose Gel:  0,35 – 0,4 g (~1,5%) Agarose in  
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2.1.3.7 Real Time PCR 
 
10 x Buffer RT 
dNTP Mix (5mM je dNTP) 
Omniscript RT 
RNase freies Wasser 
Tabelle 2.1.4: Omniscript Reverse Transcriptase  For First-strand cDNA synthesis (Qiagen, Hilden, GER) 
 
Oligo-dT primer (10µM):  (Applied Biosystems/ Ambion, 
Auston, USA) 
RNase Inhibitor (10 units/ µl):  (Applied Biosystems/ Ambion, 
Auston, USA) 
      
DNA Polymerase I (E.coli) Fermentas, St. Leon-Rot, GER 
dNTP Mix (2,5mM je NTP) 
 Applied Biosystems/ Ambion, 
Auston, USA 
10 x Puffer Polymerase I Fermentas, St. Leon-Rot, GER 
RNase freies Wasser Qiagen, Hilden, GER 
Tabelle 2.1.5: Ds cDNA – Synthese 
 
Aufreinigung der ds cDNA mit MinElute-  
Clean up reaction Kit (Qiagen, Hilden, GER): ERC-Puffer 
       PE-Puffer 
       EB-Puffer 
RTD – PCR 
 
Primer:      Ang2 10pmol/ µl  
(Sequenzen siehe Methoden)    (biomers.net, Ulm, GER) 
       XS13 10pmol/ µl 
       (biomers.net, Ulm, GER)  
     
Power SYBR® Green PCR Mastermix:  (Applied Biosystems, Warrington, 
UK) 
RNase freies Wasser:     (Qiagen, Hilden, GER) 
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2.1.3.8 Tube Formation Assay 
 
HMEC-1 Zellen in Kultur und dazugehöriges Medium mit 1% und 10% FBS siehe 2.3.1 
Growth Factor Reduced BD MatrigelTM Matrix (BD Biosciences, Bedford, UK) 
Konditioniertes Medium von BON-1- und HCT-Zellen, stabil transfiziert mit shPdcd4 




2.1.3.9 Boyden Chamber Assay 
 
HMEC-1 Zellen in Kultur und dazugehöriges Medium mit 1% und 10% FBS siehe 2.3.1 
Konditioniertes Medium von BON-1- und HCT-Zellen, stabil transfiziert mit shPdcd4 
24-well Platte mit passenden Inserts (Falcon - Becton Dickinson 
Labware, USA) 
Methanol 100%     (Merck, Darmstadt, GER) 
Crystal – Violet Pulver     (Serva, Heidelberg, GER) 
in Lösung (0,2%/ 20% Methanol) 
Dulbecco’s PBS (1x) without Ca2+ + Mg2+:  (PAA Laboratories, Pasching, 
Austria) 





2.1.3.10 Cell Invasion Assay 
 
HMEC-1 Zellen in Kultur und dazugehöriges Medium mit 1% und 10% FBS siehe 2.3.1 
Growth Factor Reduced BD MatrigelTM Matrix (BD Biosciences, Bedford, UK) 
Konditioniertes Medium von BON-1- und HCT-Zellen, stabil transfiziert mit shPdcd4 
24-well Platte mit passenden Inserts (Falcon - Becton Dickinson 
Labware, USA) 
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Methanol 100%     (Merck, Darmstadt, GER) 
Crystal – Violet Pulver     (Serva, Heidelberg, GER) 
in Lösung (0,2%/ 20% Methanol) 
Dulbecco’s PBS (1x) without Ca2+ + Mg2+:  (PAA Laboratories, Pasching, 
Austria) 
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2.2  Methoden 
 




Name Tumor Erscheinungsbild 
Imim PC1 Adenokarzinom des Pankreas Epithelial 
HT 29 Adenokarzinom des Colons Epithelial 
Hek 293 Embryonale Niere Epithelial 









MDA-231 Duktales Adenokarzinom der Brust, 
(Malignes Melanom bei MDA-435?)  
Epithelial 
MDA-435 
MCF-7 Duktales Adenokarzinom der Brust Epithelial 
Hep G2 Hepatozelluläres Karzinom Epithelial 
PSC (Myo)-Fibroblasten ähnliche Zellen im Pankreasgewebe 
HMEC-1 immortalisierte humane mikrovaskuläre endotheliale Zelllinie 






Die Kultivierung der Zelllinien erfolgte in Inkubatoren (Heraeus, Hanau, GER) bei 
37°C und 5% CO2 in wasserdampfgesättigter Atmosphäre. Als Standardmedium wurde 
für die HEK-Zellen DMEM – Ham’s F-12 with L-Glutamine, für die MCF-7- und Hep 
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G2 Zellen RPMI 1640 with L-Glutamine, (zusätzlich 5ml 1mmol Natriumpyruvat, 5ml 
MEM, Insulin 10µg/ml führ das MCF-7 Medium), für die HMEC-1 Zellen DMEM – 
High Glucose (4,5g/l) with L-Glutamine (zusätzlich 5ml 1mmol Natriumpyruvat) und 
für die 8988T-, HT-29-, Imim PC1-, Capan 1-,Panc-, MDA-435/231-Zellen und PSCs 
DMEM – High Glucose (4,5g/l) with L-Glutamine benutzt, alle Kulturmedien versetzt 
mit 10% fötalem Kälberserum (FBS) und 2,5ml Gentamicin (10mg/ml). Die 
Kulturmedien wurden zusammen mit dem Trypsin EDTA bei 4°C in einem 
Kühlschrank und das PBS bei Raumtemperatur gelagert. Außerdem ist vor jeder 
Zellkulturarbeit das Kulturmedium und das Trypsin EDTA in einem GFL 1083 
Wasserbad (GFL, Burgwedel, GER) bei 37°C aufgewärmt worden. Die Handhabung 
der Zellen erfolgte unter einer sterilen Arbeitsbank (Heraeus, Hanau, GER oder Telstar-
Prettl Typ Bio-II-A, Pfullingen, GER), die jeweils vor und nach der Zellkulturarbeit mit 
sterilen Lösungen, sterilem Arbeitsmaterial sowie unter Benutzung von 
Einmalhandschuhen (Nobaglove-Latex puderfrei, Danz GmbH und Co KG, Wetter, 
GER) desinfiziert wurde. Als Kulturgefäße wurden Einweg-Zellkulturflaschen (Greiner 




2.2.1.3 Passagieren der Zellen (bezogen auf eine mittlere Kulturflasche 75cm2 ) 
 
Um eine möglichst konstante, semikonfluente Zelldichte über die Zeit zu gewährleisten 
und um bei steigender Zellvermehrung eine Kontaktinhibition der Zellen untereinander 
mit der Folge eines Zellzyklusarrestes zu verhindern, wurden die Zellen bei ca. 80%iger 
Konfluenz subkultiviert. Hierzu wurde das Zellkulturmedium steril abgesaugt und die 
Zellen danach mit 5ml Dulbecco’s PBS (1x) without Ca2+ + Mg2+ gewaschen, um Reste 
von FBS, welches stark albuminhaltig ist und damit die Loslösung der Zellen vom 
Flaschenboden unter Trypsin erschwert hätte, wegzuspülen. Nach dem Absaugen des 
PBS erfolgte dann die Zugabe von 2ml Trypsin EDTA, welches ca. 2min bei 37°C mit 
den Zellen im Brutschrank inkubierte. Anschließend wurden die Zellen durch Klopfen 
von der Kulturflasche gelöst und mit 10ml Kulturmedium suspendiert, um Zellklumpen 
zu vermeiden und um das Trypsin zu inaktivieren. Die Zellsuspension wurde dann in 
15ml Röhrchen überführt. Das Zentrifugieren der Zellen erfolgte in einer Tischzentifuge 
(Herolab, Wiesloch, GER) für 3min bei 1200rpm. Danach wurde der Überstand 
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abgesaugt, das Zellpellet je nach gewünschter Dichte mit Standardmedium 1:2 –1:10 
resuspendiert und davon 1-2ml in eine mit 10-12ml Kulturmedium gefüllte mittlere 
Zellkulturflasche gegeben.  
Es erfolgte auch unabhängig von der Konfluenz der Zellen entweder einmal die Woche 
oder im Falle eines schnellen Mediumverbrauchs (pH Umschlag) ein Mediumwechsel. 




2.2.1.4 Kryokonservierung der Zellen 
 
Die Tiefkühlkonservierung von Zellkulturen ermöglicht eine Langzeitlagerung von 
Zellen oder Zelllinien unter Erhalt ihrer spezifischen Merkmale und Eigenschaften. 
Wesentliches Ziel der Kryokonservierung besteht darin, ungewollte Veränderungen, 
insbesondere Differenzierung oder Dedifferenzierung, den Verlust von 
Syntheseleistungen während fortlaufender Zellkultur zu verhindern und jederzeit auf 
genügend Zellen zurückgreifen zu können. Hierzu wurden die Zellen wie unter 2.2.1.3 
beschrieben mit Trypsin EDTA gelöst und durch 3minütiges Zentrifugieren bei 
1200rpm ein Zellpellet gewonnen. Dieses wurde dann in FBS mit 10% DMSO 
resuspendiert und jeweils 1ml hiervon in Kryotubes (Nunc, Roskilde, DK) gefüllt. 
DMSO ist eine kryoprotektive Substanz, verhindert die Dehydratation des Zytoplasmas 
und die Kristallwasserbildung und damit die Schädigung der Zellmembran. Das 
Einfrieren der Kryotubes erfolgte nach einem speziellen Schema: 
 
30min in einem 3*Gefrierfach Liebherr, 
Ochsenhausen, 
GER 
24h bei -20°C 
24h bei -80°C 
Langzeitaufbewahrung bei -180°C in flüssigen Stickstoff 
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2.2.1.5 Auftauen von Zellen 
 
Zum Auftauen der Zellen wurden diese aus dem flüssigen Stickstoff entnommen und ca. 
2-3min bei 37°C im Wasserbad unter Schwenken erwärmt. Beim Auftauen der Zellen 
wurde das angetaute Einfriermedium schnell in eine Kulturflasche überführt und mit 
Medium verdünnt. Die rasche Verdünnung ist aufgrund der zelltoxischen Wirkung des 
DMSO notwendig. Um die abgestorbenen Zellen zu entfernen wurde das Medium nach 





2.2.2 Transiente Transfektion 
 
Einen Tag vor der transienten Transfektion wurden die Zellen wie unter 2.2.1.3 
beschrieben passagiert. Zusätzlich erfolgte die Verdünnung von 1ml der übrig 
gebliebenen Zellsuspension mit 4ml Kulturmedium. In 4 wells der 6-well Platte wurden 
schließlich 3ml frisches Medium und 1ml der verdünnten Zellsuspension 
hinzupipettiert, da jeweils 2 wells Kontrolle (Mock siRNA, Qiagen, Hilden, GER) und 
2 wells Probe (siPdcd4, Qiagen, Hilden, GER) darstellten. Die Zellen in der 6-well 
Platte sollten am nächsten Tag ungefähr eine Konfluenz von 50-70% haben. Dazu 
wurden sie bei 37°C und 5% CO2 über Nacht inkubiert. Am nächsten Tag, ungefähr 
eine Stunde vor der transienten Transfektion, wurde das alte Medium sorgfältig 
abgesaugt und 1,5ml neues Medium zugesetzt. Für jedes transfizierte well wurden 
zuerst 150µl serumfreies Medium (OptiMEM, Fa. GIBCO, Eggenstein – 
Leopoldshafen, GER) mit 3µl siLentFect (Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA) in ein 
1,5ml Eppendorfreaktionsgefäß und 150µl serumfreies Medium mit 3,6µl 10µM siRNA 
(Mock oder siPdcd4) in ein anderes Eppendorfreaktionsgefäß pipettiert. 4 wells ergaben 
dann insgesamt 600µl serumfreies Medium mit 12µl siLentFect sowie jeweils 300µl 
serumfreies Medium mit 7,2µl Mock siRNA (Kontrolle) und 300µl serumfreies 
Medium mit 7,2µl siPdcd4 in separaten 1,5ml Eppendorfreaktionsgefäßen. Danach 
wurde jeweils 300µl des serumfreien Mediums mit siLentFect auf die siRNA Gefäße 
verteilt und durch mehrmaliges auf- und abpipettieren gemischt. Die Lösungen 
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inkubierten dann bei Raumtemperatur ungefähr 20min. Schließlich wurde jeweils 300µl 
der Lösung für Mock siRNA oder siPdcd4 in die gekennzeichneten wells überführt. Es 
lag nun pro well, welches ungefähr 2ml Medium besaß, eine siRNA Konzentration von 
20nM vor. Die 6-well Platte wurde in der Regel 48h im Inkubator inkubiert, bis die 
Zellen eine Konfluenz von >80% hatten. Einzelne Zelllinien, wie z.B. Capan1 – Zellen, 








Die hergestellten Gesamtproteinextrakte dienten in erster Linie der Analyse von 
Proteinen im Western-Blot. Zunächst wurde den transfizierten Zellen (ein well Mock 
siRNA und ein well siPdcd4) nach entsprechend langer Inkubationszeit und hoher 
Konfluenz das Kulturmedium entfernt. Danach wurden die Zellen einmal mit 1ml PBS 
gewaschen und nach nochmaliger Zugabe von 1ml PBS mit einem „rubber police man“ 
(steriler Zellschaber 28cm Länge, Greiner Bio-One, Frickenhausen, GER) von der 6-well 
Platte gelöst und in ein 1,5ml Eppendorfreaktionsgefäß pipettiert. Es folgte nun das 
Zentrifugieren (Micro ß, Herolab, Wiesloch, GER) der Zellsuspension von max. 1min 
und daraufhin das Abziehen der PBS Lösung unter Erhalt des entstandenen Zellpellets. 
Je nach Größe des gewonnenen Zellpellet erfolgte dann die Resuspension mit 40-100µl 
Extraktpuffer (Zusammensetzung siehe Kapitel 2.1.3.3 Gesamtproteinextrakt). Die 
Eppendorfreaktionsgefäße wurden von nun an auf Eis gelagert. Um die intrazellulären 
Proteine der Zellen freizusetzen, erfolgte nun mittels eines Labsonic Ultraschallgerätes 
(B. Braun, Melsungen, GER) je nach Größe des Zellpellets die Zelllyse für 2-4 x 0,5sec. 
Für die Bestimmung der Proteinkonzentration der Zelllysate wurde der BioRad-Protein-
Assay (Bio-Rad Laboratories, München, GER) angewendet und dabei die Protein-Assay 
Lösung 1:5 verdünnt (1ml Breadfordlösung + 4ml H2O bidest). Der Bio-Rad-Protein-
Assay fand als Doppelbestimmung statt, d.h., es wurde sowohl für den Leerwert als auch 
für den BSA-Standard, die Kontrollen oder Proben immer in 2 wells der 96-well Platte 
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150µl oder 200µl pipettiert und dazu 1µl des entsprechenden Proteingemisches. Der 
BSA-Standard (Sigma, St. Luis, USA) mit den Konzentrationen 1µg/ µl, 2µg/ µl und 4 
µg/ µl sollte dazu dienen, eine Eichkurve zu erstellen, mit deren Hilfe die 
Proteinkonzentrationen der Proben abgelesen werden konnte. Die Absorption dieser 
Lösungen wurde bei 570nm in einem Photometer (MRX, Microplate Reader, Dynatech 
Laboratories Limited, West Sussex, GB) gemessen. 
Nach der Proteinkonzentrationsbestimmung wurden nun die Zelllysate mit 
Lämmlipuffer (4 x SDS Probenpuffer pH 6,8/ 1M DTT im Verhältnis 3:2) und H2O 
bidest versetzt. Dabei war das Maximalvolumen der Lösung 100µl, wobei 30µl davon 
immer auf den Lämmlipuffer entfielen. Die restlichen 70µl konnten bei geringen 
Proteinmengen der Zellen komplett mit Zelllysat verwendet oder mit H20 bidest 
aufgefüllt werden. Danach wurden sowohl die nicht mit Probenpuffer versetzten als 
auch die mit Probenpuffer versetzten Zelllysate bei -20°C eingefroren.  
 
Leerwert Blank Blank 
1 µg/ µl Proteinstandard 0,072 0,070 
2 µg/ µl Proteinstandard 0,120 0,104 
4 µg/ µl Proteinstandard 0,192 0,196 
Kontrolle (Mock) 0,190 0,180 
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Beispiel einer am 26.2.2010 bei Hep G2 - Zellen durchgeführten 
Proteindoppelbestimmung mit Datentabelle (siehe Tabelle 2.2.3), dazugehöriger 
Eichkurve (Tabelle 2.2.4) und Ergebnissen der Probenkonzentrationen, wobei K für 
Mock transfizierte Zellen und P für siPdcd4 transfizierte Zellen steht. Die schwarze 
Linie entsteht durch Messen der Absorptionen der verschiedenen BSA-Standards (1,2 
und 4µg/ µl) und deren Mittelung zu einer Geraden (Eichkurve). An dieser Gerade kann 
dann auch wieder durch Mittelung der gemessenen Absorptionen der Proben deren 
Proteinkonzentration abgelesen werden (P = 3,7µg/ µl und K = 3,8µg/ µl).  
Unten aufgeführt ein Beispiel einer fertigen Auftragsprobe der oben bestimmtem 
Probenproteinmengen für den Western-Blot: 
 
K 39,0µl + 30µl Lämmli Puffer + 31,0µl H2O bidest  = 150,0µg/ 100µl   






Die Bezeichnung Western-Blot geht auf den Namen des Erfinders der Blotting Technik 
namens Edwin Southern zurück, der die Methode 1971 für die Auftrennung von DNA-
Fragmenten und nachfolgender Hybridisierung als Southern Blotting eingeführt hat. In 
Anlehnung an seinen Namen wurde die entsprechende Auftrennung von RNA 
Fragmenten Northern Blotting und das Proteinblotting von W.N. Burnette als Western 
Blotting bezeichnet. Hierbei werden mit Hilfe der SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese 
Proteine nach ihrer Größe aufgetrennt. Danach können die Proteine auf eine 
Nitrocellulosemembran transferiert werden (eigentliches „Blotting“) und sind dadurch 
Antikörpern, Liganden oder Enzymsubstraten zugänglich. Damit erlaubt die Blotting-
































2.2.3.2.1 Herstellung eines SDS-Polyacrylamidgels 
 
Die Glasplatten, bestehend aus Rechteckplatte und „Öhrchen“ Platte, wurden in einem 
Gefüge mit 2 Spacern im Abstand von 1mm zusammengesetzt und die untere offene 
Seite mit einer Mischung aus 0,1g Agarose und SDS-Laufpuffer, welche erhitzt wurde, 
abgedichtet. Nun konnte das Glasgehäuse mit 2 Klammern und einer Plexiglasplatte als 
Gegenpart in dem dafür vorgesehenen Ständer mit 2 Klammern eingespannt werden.  
Das Gel setzt sich aus zwei verschiedenen Abschnitten zusammen, dem sogenannten 
Sammelgel und dem eigentlichen Trenngel (Zusammensetzung siehe Kapitel 2.1.3.5 
Western-Blot Tabelle 2.1.1). Zuerst wurde das Trenngel gegossen und mit 70% Ethanol 
vorsichtig überschichtet, damit auch die äußerste Fläche polymerisiert. Nach der 
Polymerisation (~20min) erfolgte die Abschüttung des Ethanols, das Sammelgel wurde 
bei gleichzeitigem Einschub des Kamms, der für die Ausbildung der 
Probenauftragstaschen sorgte, darüber gegossen. Der Abstand zwischen Trenngel und 
Tasche betrug in der Regel zwischen 2-5mm. Falls das Gel an dem Tag der Herstellung 
nicht verwendet wurde, konnte es mit Haushaltsfolie und einem befeuchteten Tuch 




Abbildung 2.2.1: Gelzusammensetzung und Aufbau eines Western-Blot-Gels 
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2.2.3.2.2 Elektrophoretische Auftrennung der Proteine 
 
Die Auftrennung der Proteine nach ihrer Größe erfolgte in einem EC-Mini 120 vertical 
Gel System (BioRad, Hercules, USA). Je nach zu untersuchendem Protein wurden 
zwischen 5μg und 20μg Protein pro Tasche aufgetragen. Dabei wurden die schon nach 
dem Gesamtproteinextrakt hergestellten mit Lämmli-Puffer versetzten Proben 2-3min 
bei 95°C in einem Heizblock (Techne Dri-Block DB 2A, Cambridge, UK) denaturiert 
und darauf noch mal kurz zentrifugiert. In das EC-Mini 120 vertical Gel System wurde 
jetzt 1 x SDS-Elektrophoresepuffer  bis zum Erreichen der Anodenelektrode des 
Gelständers gefüllt und dazu noch ~200ml des Puffers in den Gelständer selbst. 
Anschließend wurden die Proben in die Geltaschen pipettiert. Bei zu großen 
Volumenunterschieden in den verschiedenen Geltaschen erfolgte die Auffüllung aller 
Taschen auf 20µl mit einer Mischung aus PBS und 4 x Ladepuffer und 1M DTT. Um 
später die korrekte Größe des zu untersuchenden Proteins nachvollziehen zu können, 
wurde bei jedem Gel ein Prestained Protein Marker (New England BioLabs, Beverly, 
USA) als Größenstandard mitgeführt. Der Gellauf erfolgte bis zum Ende des 
Sammelgels bei 21mA/ Gel (15min) und danach bei 33-40mA/ Gel (45-60min) bis zum 
unteren Ende des Trenngels. 
Die Funktion von DTT besteht darin, vorhandene Disulfidbrücken zu reduzieren und 
Proteine zur Entfaltung zu bringen. Außerdem zerstört SDS, ein anionisches Detergenz, 
Sekundär- und Tertiärstrukturen von Proteinen. Die starke Bindung negativ geladener 
SDS-Moleküle an ein Proteinmolekül führt dazu, dass alle SDS-Protein-Komplexe 
negativ geladen sind und zur Anode wandern. Dadurch spielt der natürliche 






Nachdem das Gel durchgelaufen war, wurde mit einem Skalpell das Sammelgel vom 
Trenngel gelöst und entfernt. Das Trenngel hingegen wurde für 10min in 1 x Blotting 
Puffer (1 x Transferpuffer) gewaschen, um den restlichen Laufpuffer abzuspülen. Das 
Blotting erfolgte mit einem Trans-Blot®  SD Semidry-Transfer Cell (BioRad, Hercules, 
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USA) für 1h bei 1,5mA/ cm2 (~60mA pro Blot) auf eine Nitrocellulosemembran mit 
einer Porengröße von 0,45µm (Optitran BA-S 85, Schleicher und Schuell, Dassel, 
GER). Sowohl die Nitrocellulosemembran als auch das Blotpapier (Bio-Rad, Hercules, 
USA) wurde kurzzeitig in 1 x Blotting Puffer getränkt und dann wie folgt luftblasenfrei 




Abbildung 2.2.2: Zusammensetzung eines „Blot-Sandwichs“ 
 
Durch hydrophobe Wechselwirkungen und Wasserstoffbrückenbindungen bleiben die 
Proteine auf der Nitrocellulosemembran haften. Außerdem wird das im Gel erhaltene 





2.2.3.2.4 Ponceau S-Färbung 
 
Die Nitrocellulosemembran wurde nun für maximal 15min in Ponceau S (Sigma, St. 
Louis, USA) eingelegt und danach mehrmals mit H20 bidest gewaschen. Ziel dieser 
reversiblen Färbung war es, erstens die aufgetragenen Proteinkonzentrationen zwischen 
Mock und siPdcd4 transfizierten Zellen zu vergleichen und zweitens auf Luftblasen 
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Um eine unspezifische Bindung des Antikörpers, der sonst jegliche Proteine binden 
würde, an die Membran zu verhindern, müssen freie Bindungsstellen der Membran vor 
der Antikörperbehandlung blockiert werden. Das Blockieren der freien Bindungsstellen 
erfolgt mit einem für die Antikörper nicht erkennbaren Protein (BSA, Milchpulver, 
Myoglobin oder Hämoglobin).  
Zu diesem Zweck wurde die Membran 1h bei Raumtemperatur in 20ml Trockenmilch-
Blockpuffer inkubiert, danach die Membran kurz mit TBST gewaschen und über Nacht 
bei 4°C auf einem Kippschüttler (PMR-30 Grant-Bio, Cambridgeshire, England) mit 
verdünntem Erstantikörper behandelt. Die Reihenfolge der Erstantikörpernutzung und 
deren Verdünnung gemäß den Herstellerangaben sind unter 2.1.3.5 Western-Blot 
Tabelle 2.1.2 zu finden. 
Nun wurde die Nitrocellulosemembran 3 x 10min mit TBST gewaschen, um Reste des 
ungebundenen Erstantikörpers zu entfernen. Alle Waschvorgänge und 
Inkubationsvorgänge des Zweitantikörpers erfolgten auch unter Benutzung eines 
Kippschüttlers und bei Raumtemperatur. Die Inkubation mit dem Zweitantikörper 
erfolgte nun für 1h. Verwendet wurde ein Meerettich-Peroxidase (HRP) konjugierter 
Antikörper in einer Verdünnung von 1:10000 in Trockenmilch-Blockpuffer. Vor 
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Zugabe des Peroxidase-Substrats wurde die Membran erneut 3 x 10min mit TBST 
gewaschen. Für die Pdcd4 Erkennung wurde als Nachweis Detergenz das ECL 
Advanced Western Blotting Detection Kit verwendet und im Verhältnis 1:1, 1ml 
Lösung A zu 1ml Lösung B, gemischt. Bei Ang2 wurde das ECL Plus Detection 
Reagent benutzt, im Verhältnis 40:1 (2ml Lösung A und 50µl Lösung B). ECL 
Advanced ist im Vergleich zu ECL Plus sensitiver und erlaubt dadurch die Erkennung 
von 10mal niedrigeren Proteinkonzentrationen. Bei beiden Detergenzien erfolgte die 
Inkubation mit der Membran für 5min. Danach wurde die Membran abgetrocknet mit 
Softtüchern und in eine Kassette (Hypercassette, Fa. Amersham Biosciences, Freiburg, 
GER) gelegt. Das entstandene Chemilumineszenssignal wurde mittels eines 
HyperfilmTM ECL Röntgenfilms (Amersham Biosciences, Little Chalfont, UK) 
aufgenommen und in einer Entwicklermaschine (Curix 60, AGFA) entwickelt. 
Nachdem Pdcd4 und Ang2 detektiert wurden, erfolgte über Nacht die Inkubation der 
Membran mit dem HRP-konjugierten Aktin-Antikörper bei 4°C, im Falle eines 
Zeitmangels für 2h bei Raumtemperatur. Wiederum wurde danach die Membran 3 x 
10min mit TBST gewaschen und diesmal für 1min mit der ECL Western Blotting 
Detection Reagents Lösung (1ml Lösung A und 1ml Lösung B) inkubiert. Die 
Signalerfassung erfolgte wie oben beschrieben. Aktin sollte als Kontrolle der 
aufgetragenen Proteinkonzentrationen dienen. 
Normalerweise erfolgte die Detektion der 3 Proteine in 3 aufeinander folgenden Tagen. 
Wenn dies nicht möglich war wurde die Nitrocellulosemembran, nach Abschluss einer 
kompletten Antikörperbehandlung in TBST max. für 4 Tage bei 4°C aufbewahrt. 
Es folgen in Abbildung 2.2.4 die Phasen des Blockens, die Antikörperbindung bis hin 
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Blockieren der freien Bindungsstellen auf der Membran 
Bindung des Proteins durch den primären Antikörper 
Bindung des primären Antikörpers mit dem sekundären 
Antikörper (Enzym markiert) 
HRP  
Zugabe von Substrat mit anschließender Farbreaktion 
HRP    Substrat 
 































Belegung der Membran mit dem Protein 
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Die RNA-Isolierung fand unter Anwendung des RNeasy® Spin Column Purification Kit 
(Qiagen, Hilden, GER) und unter Anleitung des RNeasy Mini Handbuches statt. Dabei 
wurde aus der 6-well Platte jeweils von einem Mock transfizierten well (Kontrolle) und 
einem siPdcd4 transfizierten well (Probe) bei entsprechender Konfluenz das Medium 
sorgfältig abgesaugt und danach die Zellen 2mal mit 1ml PBS vorsichtig gewaschen. 
Nun erfolgte die Zugabe von 350µl einer RTL-Puffer/ ß-Mercaptoethanol Mischung, 
um die Zellen zu lysieren. Das Lysat konnte mit Hilfe eines „rubber police man“ von 
dem well gelöst und in eine QIA-Schredder-Säule pipettiert werden. Die Säule wurde 
für 2min bei 13000rpm zentrifugiert (Biofuge pico, Heraeus, Osterode, GER) und das 
homogenisierte Lysat mit 350µl 70%igen Ethanol vermischt. Die 700µl wurden in ein 
RNeasy mini column mit 2ml Sammelröhrchen überführt und dort für 15s bei 
10000rpm zentrifugiert. Der Durchfluss in dem 2ml Sammelröhrchen wurde entfernt. 
Nun folgte ein Waschschritt mit 700µl RW1 Puffer und 2 Waschschritte mit 500µl RPE 
Puffer jeweils bei 10000rpm für 15s, wobei nach der zweiten RPE Puffer Zugabe 2min 
bei 10000rpm zentrifugiert wurde. Dazwischen wurde einmal das Sammelröhrchen 
gewechselt und nach jedem Waschschritt der Durchfluss entfernt. Ziel dieser 
Waschungen war es eventuell vorhandene Kontaminationen der RNA mit DNA oder 
Proteinen zu entfernen. Vor der Zugabe von 30µl RNase freiem Wasser direkt auf die 
Silikanmembran und 1minütiger Zentrifugation bei 10000rpm in einem 1,5ml 
Eppendorfreaktionsgefäß ist das 2ml Sammelröhrchen nochmals gewechselt und das 
RNeasy mini column für 1min bei 13000rpm zentrifugiert worden, um letzte 
Pufferrückstände zu beseitigen. Dann wurde 2µl des RNA-Eluats mit 1ml TE-Puffer 
verdünnt und die Absorption in einer UV-Küvette mit einem Pharmacia GeneQuant 
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 Absorption Odds Ratio RNA µg/ 2µl RNA µl/ µl 
Kontrolle 0,048 1,581 1,92 0,96 
Probe 0,049 1,500 1,96 0,98 
Tabelle 2.2.5: RNA-Isolierung vom 28.10.08 von HT-29 Zellen 
 
 
Die Gesamt-RNA-Konzentration errechnete sich aus der Formel: 
 
c[RNA] (µg/ µl) = 40 x A260 x Verdünnungsfaktor 
   10D ≙ 40µg RNA/ ml 
 
 
Danach ist das RNA-Eluat mit 75µl 100%igen Ethanol und 3µl 3M Natriumacetat 
versetzt und bei -20°C gelagert worden. Mit dem 100%igen Ethanol wurde die RNA 




2.2.4.2 PCR und RT-PCR 
 
1984 entwickelte Kary Banks Mullis eine raffinierte Methode zur Vervielfältigung 
spezifischer DNA-Sequenzen. Man bezeichnet das Verfahren als 
Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR). Bei der PCR wird eine 
DNA-Probe in Einzelstränge getrennt und mit DNA-Polymerase, dNTPs und zwei 
Oligonucleotid-Primern inkubiert, deren Sequenzen das gewünschte DNA-Segment 
flankieren. Die Primer steuern die DNA-Polymerase so, dass sie komplementäre 
Stränge der gewünschten DNA synthetisiert. Dadurch ist es möglich, die Ziel-DNA 
exponentiell zu amplifizieren.  
Eine PCR besteht aus drei Schritten (ein kompletter Zyklus), die in einem Thermocycler 
stattfinden: 
1. Denaturierung: Die Matrizen-DNA wird durch Erhitzen auf 95°C in 
Einzelstränge aufgetrennt. 
2. Annealing (Hybridisierung der Primer): Die Primer lagern sich durch 
Abkühlung der Lösung auf Temperaturen zwischen 40-70°C an den 
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komplementären Einzelstrang an. Die optimale Temperatur hängt von 
verschiedenen Faktoren ab, z.B. Primerlänge und deren 
Basenzusammensetzung. 
3. Elongation (DNA-Synthese): Anschließend wird die Lösung auf 72°C erhitzt, 
die optimale Temperatur für die Taq-Polymerase (hitzestabiles Enzym aus 
Thermus aquaticus, 1988 von Saiki et al. etabliert) und die DNA-Synthese 
erfolgt von 5’ nach 3’. 
Im Anschluss an die Elongationsphase wird die Reaktion wieder auf die 
Denaturierungstemperatur erhitzt und ein neuer Zyklus beginnt. Die Anzahl der Zyklen 
richtet sich hauptsächlich nach der Ausgangskonzentration der Matrizen-DNA. 
Die RT-PCR (Reverse Trankriptase-PCR) ist prinzipiell eine Amplifikation von RNA-
Sequenzen (Veres et al. 1987). Da jedoch RNA nicht als Matrize für die üblichen PCR-
Polymerasen dient, wird der PCR eine reverse Transkription vorangestellt. Das Enzym 
Reverse Transkriptase synthetisiert einen DNA-Strang komplementär zu einer RNA-
Matrize. Hierbei kann durch ein Oligo-DT Primer, welcher an den Poly(A)-Schwanz am 
3’-Ende hybridisiert, mRNA transkribiert werden. Spezifische Primer werden eingesetzt 
um gezielt ein Genprodukt zu isolieren. Durch spezifische Primer werden statistisch 
mehr cDNA-Fragmente eines bestimmten Gens synthetisiert, was zur Erhöhung der 
Ausbeute führt. Die produzierte Erststrang cDNA kann dann in einer anschließenden 
PCR, wie oben beschrieben, amplifiziert werden.  
In unserem Fall wurde das OneStep RT-PCR Kit (Qiagen, Hilden, GER) mit dem 
dazugehörigen Handbuch verwendet. Dabei erfolgte zuerst die Isolierung von 1µg RNA 
der Proben. Dazu wurde das entsprechende Volumen für 1µg RNA  in ein 0,5ml 
Eppendorfreaktionsgefäß pipettiert und 3min bei 10000rpm zentrifugiert. Die 
ausgefällte RNA setzte sich ab, sodass nun der Überstand entfernt werden konnte. Die 
Gefäße standen danach maximal 1min offen, damit Reste des Ethanol verdampfen 
konnten. Danach wurde die RNA in 10µl RNase freiem Wasser aufgenommen und auf 
Eis gestellt. Als nächstes erfolgte die Herstellung des Mastermix gemäß der Tabelle, 
angegeben für 2 Ansätze. Der Mastermix wurde in einem 1,5ml 
Eppendorfreaktionsgefäß hergestellt und von insgesamt 33µl Ansatz 15µl auf die Mock 
und siPdcd4 verdünnte RNA gegeben. Die für die Umschreibung von RNA zu cDNA 
verwendeten spezifischen Primer sind in der Tabelle 2.2.7 dargestellt: 
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Mastermix 
5 x Qiagen Onestep RT-PCR Puffer 10µl 
dNTP Mix, 10mM jedes dNTP 2µl 
RNase Inhibitor 1µl 
Aktin Primer 10pmol/ µl, jeweils für sense und antisense 1µl 
Ang2 Primer 10pmol/ µl, jeweils für sense und antisense 1µl 
RNase freies Wasser 14µl 
Qiagen Onestep RT-PCR Enzym Mix 




Primer Sequenz 5’- 3’ 
Aktin – Sense AGG CCA ACC GCG AGA AGA TGA CC 
Aktin – Antisense GAA GTC CAG GGC GAC GTA GCA C 
Ang2 – Sense GTC CAA TGC TGT GCA GAG GGA CG 
Ang2 – Antisense CTG ATT TAA TAC TTG GGC TTC CAC  
Tabelle 2.2.7 
 
Die reverse Transkription und die Amplifikation erfolgten in einem Thermocycler 
(Techne, Cambridge, UK) nach folgendem Programm: 
 
Reverse Transkription 30min bei 50°C 
Initial PCR Aktivierungsschritt 15min bei 95°C 
3-step-PCR:  
                              Denaturierung 30sec bei 94°C 
                              Annealing 30sec bei 57°C 
                              Elongation 1min bei 72°C 
Anzahl der Zyklen 40 
Final extension 
10min bei 72°C 
4°C nach abgelaufenen Programm 
Tabelle 2.2.8 
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In dem ersten Reaktionschritt wird mittels der im Qiagen Onestep RT-PCR Enzym Mix 
enthaltenen Reversen Transkriptase und den zugegebenen Primern aus RNA cDNA 
synthetisiert. Bei diesem Vorgang ist die HotStarTaq Polymerase zunächst noch 
inaktiviert. Jedoch wird sie bei der Erwärmung auf 95°C aktiviert (Initial PCR 
Aktivierungsschritt), wobei nun die Reverse Transkriptase deaktiviert wird. Danach 
erfolgte die PCR wie oben beschrieben. 
Während der Annealing-Phase wurde im Zyklus 30, 35 und 40 jeweils 5µl der Kontrolle 
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 Abbildung 2.2.5: Beispiel einer RT-PCR mit anschließender PCR für ein Genprodukt. 
 
 
Reverse Transkription und PCR  
mRNA 
        (Cap)  5’                           3’ (Poly-A) 




5’  3’ 
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          Primer sense 















P P PCR 
 
2n Amplifikate 
(n = Anzahl der Zyklen) 
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2.2.4.2.1 Agarosegelherstellung und Gelelektrophorese 
 
Zuerst erfolgte die Herstellung eines 1,5-2%igen Agarosegels. Dazu musste 25ml 0,5 x 
TBE Puffer (Zusammensetzung siehe 2.1.3.6 Semiquantitative RT-PCR) mit der 
entsprechenden Menge von Agarose 0,35-0,4g (Biozym diagnostic, Hameln, GER) 
vermischt und in einer Mikrowelle bei 95°C erhitzt werden, damit sich die Agarose 
löste. Die nun klare Lösung wurde mit 2µl Ethidiumbromid versetzt und in die 
Gelkammer gegossen. Dann erfolgte der Einschub des Kammes. Das Gel wurde bedeckt 
und zum Abkühlen der Agarose-Lösung in einen Kühlschrank gestellt. 
Ethidiumbromid-Moleküle interkalieren zwischen den Basen der DNA. Bei Anregung 
durch UV-Licht (260 – 360nm) bildet sich eine rot-orange Fluoreszenz aus und die 
DNA-Fragmente werden sichtbar gemacht. Die Lichtintensität verhält sich dabei 
proportional zur DNA-Konzentration und zur Länge der Nukleinsäuren. 
In der Zwischenzeit wurden die gewonnenen Proben aus der PCR mit 1µl 6 x Loading 
Dye versetzt. Glyzerin im Gelladepuffer sorgt dafür, dass die Proben in die Geltaschen 
des bereits im Elektrophoresepuffer befindlichen Gels absinken. Des weiteren befinden 
sich die Farbstoffe Bromphenolblau und Xylencyanol in dem Puffer. Die beiden 
Farbstoffe geben einen optischen Anhaltspunkt für das Fortschreiten der 
Gelelektrophorese. Als Standard, um zu schauen welche Größe die DNA-Fragmente 
haben, wurde ein Standard 100bp ladder (Amersham Biosciences, Little Chalfont, UK) 
verwendet (3µl RNase freies Wasser, 2µl 100bp ladder und 1µl Loading Dye gemischt). 
Das abgekühlte und feste Agarosegel wurde nun in die Laufkammer (Micro Bio Tec 
Brand, Gießen, GER) gelegt und soviel 0,5 x TBE in die Kammer hinzugefügt bis das 
Gel bedeckt war und die Taschen sich füllten. Zuerst wurde 6µl des Standardgemisches 
in eine Tasche und danach wurden 6µl (1µl Loading Dye und 5µl Probe) der Proben, 
geordnet nach Zyklus und Mock und siPdcd4, in die anderen Taschen pipettiert. Bis zu 
der elektrophoretischen Auftrennung der beiden Farbstoffe lief das Gel bei 25mA, 
danach wurde die Stromstärke auf 30mA erhöht. 
Die DNA-Fragmente wandern wegen ihrer negativen Phosphatgruppen zur positiv 
geladenen Anode. Dabei werden die DNA-Fragmente nach ihrer Größe aufgetrennt, 
denn das Agarosegel besitzt je nach Agarosekonzentration bestimmte Porengrößen, die 
zu dem schon im Western Blot erwähnten Siebeffekt führen. 
Die Gellaufzeit richtete sich nach der Laufweite des Bromphenolblau, welches das 
untere Ende des Gels erreichen sollte. Mittels eines Gel-Dokumentationssystems wurde 
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ein scharfes Bild der fluoreszierenden Banden eingestellt und ausgedruckt. Die Aktin-





















2.2.4.3 Real-time detection PCR (RTD-PCR) 
 
Die RTD-PCR erlaubt eine quantitative Echtzeitanalyse der PCR-Produkte über die 
Messung von laserinduzierten Fluoreszenzsignalen. Hierzu wurde der 
Fluoreszenzfarbstoff SYBR-Green (sequenzunspezifische Signale) genutzt, der in 
doppelsträngige (ds) DNA interkaliert. Am Ende der Elongationsphase jedes PCR-
Zyklus wird mittels lasergesteuerter Analyse der Fluoreszenzwerte des interkaliertem 
SYBR-Greens bei einer Wellenlänge von 530nm gemessen. Sobald eine gewisse 
Anzahl an Kopien der DNA-Moleküle überschritten wird, kann entsprechend der PCR-
Kinetik ein exponentieller Anstieg des Signals beobachtet werden (Exponentielle-
Phase). Nach einer Übergangsphase (Lineare-Phase) nähert sich die Fluoreszenz einem 
Maximum an (Plateau-Phase). Dort ist die Menge an Ziel-DNA dann so stark 
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angestiegen, dass immer häufiger Produktfragmente miteinander hybridisieren und 
somit die PCR hemmen. Als Signalgrenzwert (engl.: threshold) wird ein Fluoreszenz-
Wert definiert, der etwa der 10fachen Standardabweichung des Hintergrundsignals 
entspricht. Der Moment des Überschreitens des Signalgrenzwertes wird als 
Durchbruchszyklus CT (engl.: cycle threshold) bezeichnet. Für die relative 
Quantifizierung der Transkriptmenge wird der CT-Wert der Proben durch einen 
Abgleich mit dem CT-Wert eines Kontrolltranskripts (XS13) normalisiert.  
Vorteile der Messung mit SYBR-Green sind die niedrigen Kosten sowie die hohe 
Empfindlichkeit. Ein Nachteil ist jedoch, dass jedes doppelsträngige PCR-Produkt 
Signale generiert. Dies führt dazu, dass auch ein unspezifisches Amplifikat detektiert 
werden kann und die Analyse ungenau wird. Mittels einer Schmelzkurvenanalyse kann 
dieser Nachteil ausgeglichen werden. Am Ende der PCR wird bei kontinuierlicher 
Fluoreszenzmessung die Temperatur langsam bis 95°C erhöht. Bei einer für das 
spezifische Amplifikat charakteristischen Schmelztemperatur wird der DNA-
Doppelstrang denaturiert, wodurch SYBR-Green freigesetzt wird und eine 
Fluoreszenzabnahme registriert werden kann. Da die doppelsträngige DNA von 
spezifischen PCR-Produkten einen höheren Schmelzpunkt aufweist als unspezifische 
Amplifikate, ist eine Unterscheidung möglich. Außerdem gibt die Höhe des 
Schmelzkurven-Peaks, verglichen mit mitgeführten Standards, annähernd Auskunft 





2.2.4.3.1 Einzelstrang cDNA Synthese 
 
Für die durchzuführende RTD-PCR wurde in einem ersten Schritt die mRNA der 
isolierten Zelllinien in einzelsträngige cDNA umgeschrieben. Die Einzelstrang cDNA 
Synthese erfolgte unter Anleitung des Omniscript Reverse Transcription Handbuches. 
Allerdings wurde nicht das komplette Omniscript-Kit von Qiagen (Hilden, GER) 
verwendet, sondern nur der 10 x Buffer, die dNTPs und die Omniscript Reverse 
Transcriptase. Die Oligo(dt) Primer und der RNase Inhibitor waren von Ambion 
(Auston, USA) und wurden entsprechend ihrer Konzentration gemäß dem Qiagen 
Protokoll benutzt.  
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Nun erfolgte zuerst die Isolierung von 2µg RNA der Proben. Dazu wurde das 
entsprechende Volumen für 2µg RNA  in ein 0,5ml Eppendorfreaktionsgefäß pipettiert 
und 3min bei 10000rpm zentrifugiert. Die ausgefällte RNA setzte sich ab und der 
Überstand konnte nun entfernt werden. Die Gefäße standen danach maximal 1min 
offen, damit Reste des Ethanol verdampfen konnten. Danach wurde die RNA in 14,9µl 
RNase freiem Wasser aufgenommen und auf Eis gestellt. Anschließend erfolgte die 
Herstellung des Mastermix (siehe Tabelle 2.2.9) mit einem Endvolumen von 5,9µl. 
Zusammen mit der auf 14,9µl verdünnten RNA ergab sich ein End- volumen von 20µl. 
Der Reaktionsansatz wurde dann für 2 Stunden bei 37°C in einem Heizblock inkubiert 





10 x Buffer RT 2µl 1x 
dNTP Mix (5mM je dNTP) 2µl 0,5mM 
Oligo-dT primer 0,4µl 1µM 
RNase Inhibitor (10 units/ µl) 0,5µl 
10units/ 20µl 
Reaktion 





2.2.4.3.2 Ds cDNA Synthese 
 
Für eine RTD-PCR kann sowohl einzelsträngige als auch doppelsträngige cDNA 
verwendet werden. Vorteile der ds cDNA sind, dass ein PCR Zyklus zusätzlich durch 
die Herstellung einer zweiten Matrize schon während der reversen Transkription gespart 
und eine bessere Qualität der Ergebnisse damit erreicht wird. 
Zuerst wird wie unter 2.2.4.3.1 beschrieben einzelsträngige cDNA hergestellt, diese 
dann aber nicht eingefroren, sondern auf Eis gelagert. Die ds cDNA Synthese erfolgte in 
Anlehnung an das MessageAmp aRNA Amplification-Kit-Handbuch von Ambion, 
allerdings ohne Verwendung von Rnase H (Endonuklease), da die Reverse 
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Transkriptase vom Omniscript-Kit diese Funktion schon besitzt. Der Mastermix für 
einen Ansatz wurde wie folgt hergestellt: 
 
DNA Polymerase I (E.coli) 2µl 
dNTP Mix (2,5mM je NTP) 4µl 
10 x Puffer Polymerase I 10µl 
RNase freies Wasser 64µl 
Tabelle 2.2.10 
 
Zu den 20µl des Ansatzes für eine Probe der Erststrangsynthese wurde dann 80µl des 
Mastermixes für die Zweitstrangsynthese hinzu pipettiert und 2 Stunden bei 16°C 
inkubiert.   
Schließlich erfolgte danach noch die Aufreinigung und Konzentrierung der ds cDNA. 
Dafür verwendet wurde des MinEluteTm-Clean up reaction Kit von Qiagen mit den dazu 
gehörigen Qiagen Säulen. Ziel dieser Aufreinigung war es, überschüssige dNTPs, Salz, 
Enzyme sowie RNA-Rückstände zu beseitigen. Zuerst erfolgte die Mischung von 100µl 
des Probenansatzes mit 300µl ERC-Puffer. Danach wurde das komplette Volumen von 
400µl auf die MinElute-Säule gegeben und 1min bei 10000rpm zentrifugiert. Der 
entstandene Durchfluss ist verworfen worden. Nun wurde 750µl des PE-Puffers auf die 
Säule pipettiert, 1min bei 10000rpm zentrifugiert und danach unter Verwendung eines 
neuen 2ml Tubes nochmals 1min bei 13000 zentrifugiert. Zuletzt erfolgte die Zugabe 
von 10-20µl EB-Puffer direkt auf die Silikanmembran der MinElute-Säule, welche auf 
ein steriles 1,5ml Eppendorfreaktionsgefäße gestellt wurde. Nach einer Inkubation von 
1min bei Raumtemperatur erfolgte die erneute Zentrifugation für 1min bei 10000rpm. 


























                  mRNA             Poly-A - Schwanz 
        (Cap)  5’                           AAAAA…AA 3’  
                          3’                                                                                       TTTTTT… 5’  
      cDNA            Oligo(dt)-Primer





                            Abbildung 2.2.7 
 
Die RT (Omniscript) synthetisiert DNA in 5’- 3’ Richtung ausgehend von einer RNA-
Matrize, eingebrachten Oligo(dt)-Primern und dNTPs. Durch die RNase-H-Aktivität der 
RT wird dann die RNA des DNA-RNA-Hybrids in kleinere Fragmente hydrolysiert. 
Diese kleinen RNA Fragmente dienen als Primer während der Zweitstrangsynthese, aus 
welcher dann ds cDNA entsteht. Die Synthese des zweiten Stranges geschieht mit Hilfe 
der DNA-Polymerase I (Pol I). Neben der Polymerase-Funktion besitzt die Pol I eine 3’- 
5’ Exonukleaseaktivität, die es ihr erlaubt, eigene falsch eingebaute dNTPs zu 
korrigieren (“proofreading” Funktion), und eine 5’- 3’ Exonukleaseaktivität, die 
Einzelstrangbrüche in Doppelstrang-DNA/DNA-RNA erkennt und den gebrochenen 
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Einzelstrang jenseits des Bruchs abbaut. Letztere Funktion sorgt zusammen mit der 
Polymeraseaktivität dafür, dass die “RNA-Primer” entfernt und durch DNA ersetzt 





2.2.4.3.3 Durchführung der RTD-PCR 
 
Zuerst erfolgte die Herstellung einer Verdünnungsreihe der umgeschriebenen DNA, 
entweder der Einzelstrang- oder Doppelstrang cDNA. Dabei wurde 10µl der Proben in 
ein 1,5ml Eppendorfgefäß pipettiert und mit 10µl RNase freiem Wasser vermischt, 
danach 10µl der 1:2 Verdünnung wieder mit 10µl Rnase freiem Wasser verdünnt, bis 
schließlich eine Verdünnungsreihe von 1:2 bis zu 1:16 vorlag. 
Nun erfolgte die Herstellung des Mastermixes für die RTD-PCR mittels Power SYBR® 
Green PCR Mastermix (bestehend aus SYBR Green 1 Dye, AmpliTaq Gold® DNA 
Polymerase, dNTPs mit dUTP und optimierten Pufferkomponenten), RNase freiem 
Wasser und spezifischen Primern (10pmol/ µl Konzentration). Da in jedes well 19µl des 
Mastermixes und 1µl der verdünnten Probe pipettiert wurde, musste vorher überlegt 
werden, wieviel Ansatz hergestellt werden sollte. Beachtet werden musste dabei auch, 
dass die Primer eine Endkonzentration von 0,05pmol/ µl haben und dass 20 wells für 
ein Primerpaar benutzt wurden. Daraus ergab sich dann folgender Ansatz:   
 
SYBR Green 200µl 
Primer forward 10pmol/ µl 2µl 
Primer reverse 10pmol/ µl 2µl 
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Primer Sequenz 5’- 3’ 
Ang2 – Sense AAC GGT ATC ATG GCC TTG TAT CA 
Ang2 – Antisense CGT TTC CCT ACC TAA GTA TCC ATC A  
XS13 – Sense AGA TCC GCA TGT CCC TTC G 
XS13 – Antisense CCT TGC GCA TCA TGG TGT T 
Tabelle 2.2.12 
 
Dieser Ansatz wurde jeweils für die XS 13 Primer (biomers.net, Ulm, GER) und die 
Ang2 Primer (biomers.net, Ulm, GER) hergestellt.  
Jeweils 19µl des angesetzten Mastermixes wurden nun nach dem unten aufgezeigten 
Schema in eine Fast Optical 96-well Reaction Plate 0,1ml (Applied Biosystems, 
Darmstadt, GER) pipettiert. Danach erfolgte die Zugabe von 1µl cDNA der 
Verdünnung 1:2 bis 1:16 der Proben (siehe Tabelle 2.2.14). Schließlich wurde für die 
XS13 und die Ang2 Primer ein Leerwert mitbestimmt, wobei hier zu den 19µl 
Mastermix 1µl RNase freies Wasser hinzupipettiert wurde. Auf die fertige 96-well 
Platte wurde dann ein Adhesive Optical Film (Applied Biosystems, Darmstadt, GER) 
geklebt. Um eventuell gebildete Luftblasen zu eliminieren, erfolgte  eine Zentrifugation 
(Cryofuge 5000, Heraeus-Christ, Osterode, GER) bei 1500rpm.  
Die RTD-PCR wurde an einer 7500 Fast Real-Time PCR System Maschine mit dem 
dazugehörigen Programm, 7500 Fast der Firma Applied Biosystems (Darmstadt, GER), 
nach folgendem Schema durchgeführt:  
 
Standard Thermocycler Settings 
Fakultativer Schritt für AmpErase UNG 2min bei 50°C 
Initial PCR Aktivierungsschritt 10min bei 95°C 
2-step-PCR:  
                              Denaturierung 15sec bei 95°C 
                              Annealing + Elongation 1min bei 60°C 
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2.2.5 Tube Formation Assay 
 
In der Regel 4h vor Versuchsbeginn ist ein eingefrorenes 500µl Aliquot von GFR 
(Growth Factor Reduced) Matrigel langsam im Eisbad (<4°C) aufgetaut worden. 
Zusätzlich wurden 200µl Pipettenspitzen und eine 96-well Platte in den Kühlschrank 
gestellt. Nachdem das Matrigel im Eisbad aufgetaut war, erfolgte unter der sterilen 
Arbeitsbank die Verteilung von 50µl Matrigel (weiterhin im Eisbad) pro well mit den 
gekühlten 200µl Pipettenspitzen in die gekühlte 96-well Platte. Die Kühlung der 
Pipettenspitzen und der 96-well Platte sollte eine vorzeigtige Polymerisierung des 
Matrigels verhindern, welche ab >4°C geschieht. Danach wurde die 96-well Platte 
geschwenkt, um das Matrigel gleichmäßig zu verteilen, und bei 5% CO2 und 37°C für 
30min in den Inkubator gestellt, damit das Gel polymerisieren konnte. In der 
Zwischenzeit erfolgte die Passagierung der HMEC-1 Zellen wie unter 3.1.3 
beschrieben. Mittels einer Neubauerkammer konnte die Zellzahl pro µl Zellsuspension 
bestimmt werden. Letztendlich sollte sie bei 20.000 Zellen/ 50µl liegen. Ein Teil der 
Zellsuspension ist erneut zentrifugiert und in Medium mit 1% FBS aufgenommen 
worden. Dann wurde nach folgendem Schema  pipettiert:  
1.well 2.well 3.well 4.well 5.well 6.well 7.well 8.well 9.well 
10. 
well 
















20.000 Zellen/ 50µl Medium 20.000 Zellen/ 50µl Medium 
 
100µl BON-1 
kond. Medium mit 
10% FBS 




kond. Medium mit  
1% FBS 
100µl HCT kond. 
Medium mit  
1% FBS 
shMock shPdcd4 shMock shPdcd4 shMock shPdcd4 shMock shPdcd4 
Tabelle 2.2.15: Tube Formation Assay 





Insert mit 500µl 
Medium mit 
40.000 Zellen 
Das angewendete konditionierte Medium stammt von mit shRNA für Pdcd4 stabil 
transfizierten BON-1- und HCT-Zellen. Eine erhöhte Angiopoietin2 Konzentration  im 
Medium aufgrund der Ausschaltung von Pdcd4 durch shPdcd4 sollte hier der 
gefäßbildende Stimulus in der Probe sein. Um eventuelle proangiogenetische 
Störfaktoren zu reduzieren, wurde auch HMEC-1 Medium mit 1% FBS verwendet, da 
FBS diverse Wachstumfaktoren beinhaltet.  
Nach etwa 18 stündiger Inkubation wurden die tubes zuerst im Phasen-Kontrast 
Mikroskop bei 10facher Vergrößerung begutachtet und danach die wells bei 4 facher 
Vergrößerung mit einer EOS Canon Spiegelreflexkamera, die an das Mikroskop 
angeschlossen wurde, abfotographiert. 
Ein ähnlicher Versuchsansatz nur diesmal mit rekombinanten Angiopoietin2 in 
Konzentrationen von 10ng/ml bis 400ng/ml in 100µl HMEC-1 Medium mit 1% oder 
10% FBS, anstatt des konditionierten Mediums, ist auch durchgeführt wurden.  
 
 
2.2.6 Boyden Chamber Assay 
 
Zuerst erfolgte die Passagierung der HMEC-1 Zellen wie unter 2.1.1.3 beschrieben. 
Danach wurde aus der Zellsuspension die Zellzahl/ µl durch das Hematozytomer 
bestimmt. 40.000 Zellen/ 500µl pro well (24-well Platte), wierderum aufgenommen in 
1%- und 10%-haltigem Medium, sind für den Versuch erforderlich. Zuerst wurden 
750µl des konditionierten Mediums in ein well pipettiert, danach das Insert (für ein well 
einer 24-well Platte) mit einer Porengröße von 8,0 µm hineingestellt und darauf 500µl 
Medium mit 40.000 Zellen zugesetzt (siehe Abbildung 3.8). Nach folgendem Schema 































Tabelle 2.2.16: Boyden Chamber Assay 
 
1.well 2.well 3.well 4.well 5.well 6.well 7.well 8.well 9.well 10.well 11.well 





















kond. Medium mit  
1% FBS 
750µl HCT kond. 
Medium mit 
1% FBS 




















500µl Medium mit 10% FBS + 40.000 
Zellen 
500µl Medium mit 1% FBS + 40.000 
Zellen 
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Nach ca. 4 stündiger Inkubation wurde das Medium aus den Inserts und den Wells 
verworfen. Es musste immer darauf geachtet werden, dass die Inserts mit ihren 
Porenmembranen nicht an der Unterseite berührt werden. Danach erfolgte die Spülung 
der Inserts mit PBS und anschließend die Trockung auf einem Zewa. Nun konnten die 
Zellen auf den Inserts 10min in 100% Methanol-Lösung fixiert werden. Jetzt wurden 
die Inserts 10min in Crystal-Violet-Lösung gefärbt, abgespült mit PBS, destilliertem 
Wasser und dann trocken gewischt mit einem Ohrstick. Schließlich erfolgte erneut die 
Spülung mit destilliertem Wasser und dann die Auswischung. Zur vollständigen 
Trockung der Inserts wurden diese in eine neue 24-well Platte über Nacht gestellt. Am 
nächsten Tag konnten die Zellen auf der Unterseite der Inserts über einen Objektträger 
mit Raster (ein Quadrat = 0,1mm2) ausgezählt werden. 
Ziel dieses Versuches ist es, die Zellen zur aktiven Migration durch die Porenmembran 
zu bewegen. Dabei sollte das konditionierte Medium wie unter 2.2.5 beschrieben durch 




2.2.7 Cell Invasion Assay 
 
Zuerst wurde auf die Anzahl der gebrauchten Inserts für eine 24-well Platte 100µl 
Matrigel aufgetragen (im Verhältnis 1:2 verdünnt mit HMEC-1 Medium). Die Inserts 
inkubierten dann bei 37°C über nacht, damit das verdünnte Matrigel polymerisieren 
konnte. Der weitere Versuch gleicht dem des Boyden Chamber Assay. Einziger 
Unterschied ist eine Matrigelschicht  (siehe Abbildung 2.2.9). Hierbei sollten die Zellen 
aktiv durch das Matrigel und die 8,0 µm Porenmembran mirgrieren. Die Inkubationszeit 
betrug bei diesem Versuch 6-24h. Die Auswertung erfolgte wie bei dem Boyden 
Chamber Assay.  




























Die statistische Auswertung der Tube Formation Assays mit konditioniertem Medium 
und rekombinanten Ang2 und der Boyden Chamber Assays mit konditioniertem 
Medium sowie die Erstellung der Diagramme erfolgte mit dem Programm Microsoft 
Excel. Die Ergebnisse der Proben wurden als Prozentzahlen im Vergleich zur Kontrolle 
angegeben und daraus der Mittelwert, der Mittelwert der Standardabweichung sowie der 
P-Wert mit Hilfe des Student t-Tests (einseitiger gepaarter t-Tests) ermittelt. Signifikant 
war in allen Fällen ein P-Wert < 0,05. 
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3.1   Abhängigkeit der Ang2 Protein Produktion von der 
Pdcd4 Protein Menge in Tumor-Zelllinien des 
pankreatiko-gastro-intestinalen Traktes 
 
3.1.1  Pdcd4 Suppression mittels siRNA  
 
In verschiedenen humanen Tumor-Zelllinien des pankreatiko-gastro-intestinalen Traktes 
wurden transiente Transfektionen mittels siRNA (siPdcd4) (siehe Material und 
Methoden Kapitel 2.2.2) und siMock (Kontrolle) durchgeführt. Aus den gewonnenen 
Proteinextrakten zeigten die durchgeführten Western Blots eine erfolgreiche 
Unterdrückung der Pdcd4 Expression. Dargestellt sind in der folgenden Abbildung 
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Abbildung 3.1: Western Blots von Gesamtproteinextrakten der links beschriebenen Zelllinien 
(Beschreibung in Material und Methoden Kapitel 2.2.1.1). Es zeigt sich eine Verringerung von Pdcd4 





3.1.2  Ang2 Expression in den mit siPdcd4 transfizierten 
Zelllinien 
 
Aufgrund der beschriebenen strukturellen Eigenschaften von Pdcd4 und der daraus 
resultierenden Funktion über seine MA-3 Domänen eukaryotische Initiationsfaktoren zu 
binden, wird die Translation von mRNA Transkripten verhindert [27, 104]. Dies könnte 
einen Mechanismus der Ang2 Expressionssteigerung bei verminderter Pdcd4 Bildung 
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darstellen. Daher wurden auch die Ang2 Proteinmengen in Gesamtproteinextrakten von 
den transient transfizierten Zelllinien mit siPdcd4 und siMock mittels Western Blots 
untersucht. Die folgenden Western Blot Ergebnisse konnten mindestens dreimal 
unabhängig von einander wiederholt werden. Eine Reduzierung von Pdcd4 Protein 























Abbildung 3.2: Western Blots von Gesamtproteinextrakten der links beschriebenen Zelllinien mit 
Steigerung von Ang2 Protein unter Verminderung von Pdcd4 Protein mittels siPdcd4. Die Kontrollen (-) 
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3.2  Semiquantitative RT-PCR  
 
Da jeweils eine gleichzeitige Isolierung von Proteinen und RNA nach einer transienten 
Transfektion erfolgte (siehe Material und Methoden Kapitel 2.2.3.1 und 2.2.4.1), 
konnten semi-quantitative RT-PCRs nach erfolgreichen Western Blots, mit Pdcd4 
Verringerung unter siRNA Gabe und gleichzeitiger Ang2 Steigerung, durchgeführt 
werden. Dabei wurde jeweils ein Aliquot der Proben nach Amplifikationszyklus 35 und 
40 entnommen und auf einem Agarosegel analysiert. Hierbei zeigte sich eine Ang2 
mRNA Hochregulierung in den mit siPdcd4 transfizierten Zellen. Damit scheint Pdcd4 




















Abbildung 3.3: Semiquantitative RT-PCR von RNA Extrakten verschiedener Zelllinien. Gemäß der 
Versuchsdurchführung (Kapitel 2.2.4.2) wurden nach den Amplifikationszyklen 35 und 40 Proben 
entnommen und diese dann im Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt (Kontrolle (-)). Hierbei lässt sich 
schlussfolgern, dass mehr Ang2 mRNA in den mit siPdcd4 transfizierten Zellen synthetisiert wurde. Als 
Kontrolle diente die Amplifikation von Aktin. 
Zyklus       35              40 
 
siPdcd4          -         +          -         +    
Panc1  
 
 Aktin 332 Bp 
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3.3 Abhängigkeit der Ang2 Protein Produktion 
durch Pdcd4 Reduzierung in weiteren 
Zelllinien 
 
Zur Überprüfung, ob sich eine gesteigerte Ang2 Expression auch in nicht zum 
pankreatiko-gastro-intestinalen Trakt gehörenden Zelllinien zeigt, wurde in weiteren 
Tumorzelllinien eine Regulierung von Ang2 Protein durch Pdcd4 untersucht.  In 
Western Blot Arbeiten konnte eine Steigerung von Ang2 Protein unter Verminderung 
von Pdcd4 Protein mittels siPdcd4 bewiesen werden. Damit wäre eine zelltyp-



















Abbildung 3.4: Western Blots von Gesamtproteinextrakten der links beschriebenen Zelllinien 
(Beschreibung in Material und Methoden Kapitel 2.2.1.1). Es zeigt sich eine Steigerung von Ang2 Protein 
bei Verminderung von Pdcd4 Protein mittels siRNA. Die Kontrollen (-) wurden mit siMock transfiziert. 
              Pdcd4           Ang2       Aktin 
siPdcd4   -           +            -           +          -           + 
 
Hek 293
   
 
MCF-7







                       ~64 kDa           ~75 kDa         ~42 kDa 
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3.3.1 Zelllinien die keine Regulierung von Ang2 durch Pdcd4  
aufwiesen 
 
In zwei Zelllinien konnte keine Regulierung der Ang2 Expression durch die Pdcd4 
Herunterregulierung mittels siPdcd4 nachgewiesen werden. MDA-231 Zellen sind 
Adenokarzinomzellen der Brust mit epithelialer Herkunft, die aus einem malignen 
Pleuraerguss isoliert wurden. Obwohl sich eine Steigerung der Ang2 Expression in den 
mit siPdcd4 transfizierten Zellen eruieren ließ, zeigte sich in mehreren Western Blots, 
aufgrund der geringen Mengen an Pdcd4 Protein, kein Signal für Pdcd4 Protein. Anders 
verhält es sich bei den „pancreatic stellate cells“ (PSCs). Diese sind (Myo)-Fibroblasten 
ähnliche Zellen im Pankreasgewebe und damit keine Tumorzellen, scheinen aber in die 
Entwicklung des Pankreaskarzinoms involviert zu sein. Die Western Blots der PSCs 
zeigten eine Verminderung der Pdcd4 Expression unter siPdcd4 Behandlung. Trotz 














Abbildung 3.5: Western Blots ohne eindeutige Regulation von Ang2 Protein durch Pdcd4 Protein mittels 
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3.4 Real Time Detection PCR 
 
Die Real Time Detection PCR diente dazu exemplarisch die Ergebnisse der 
semiquantitativen RT-PCR zu bestätigen. Die RTD-PCR stellt dabei eine neuere und 
sensitivere Methode gegenüber der semiquantitativen RT-PCR dar, DNA zu 
quantifizieren und damit Rückschlüsse auf die mRNA Expression zu geben. Die 
Durchführung des Versuches erfolgte wie in Kapitel 2.2.4.3 beschrieben. Im Folgenden 
wird die Auswertung einer von 8988T Zellen isolierten RNA, die umgeschrieben in 
cDNA und mittels PCR amplifiziert wurde, genau aufgezeigt. 
 
 
Abbildung 3.6: Ausschnitt eines Amplifikationsplots von 8988T Zellen isolierter RNA, umgeschrieben in 
DNA. Die horizontale grüne Linie (Nummer 3) gibt den „threshold“ Wert an, ein Signalgrenzwert, der 
etwa der 10fachen Standardabweichung des Hintergrundsignals entspricht. Der Moment des 
Überschreitens des Signalgrenzwertes wird als Durchbruchszyklus CT (engl.: cycle threshold) bezeichnet. 
Für die relative Quantifizierung der Transkriptmenge wird der CT-Wert der Proben durch einen Abgleich 
mit dem CT-Wert eines Kontrolltranskripts (XS 13) normalisiert. XS 13 (Nummer 1) erreicht den 
Signalgrenzwert schon nach 18 Amplifikationszyklen, je nach Verdünnungsreihe 1:2 verdünnt ab Zyklus 
18 bis 1:16 verdünnt ab Zyklus 21. Ang2 (Nummer 2) hingegen erreicht den CT-Wert erst ab Zyklus 32, 
was rückschließend für eine viel geringere Menge an mRNA im Vergleich zu XS 13 spricht.  
Die Verdünnungsreihen wurden angefertigt, um eine  Kontrolle der Primereffizienz zu haben. Bei dem 
Primerpaar für XS 13, das eine sehr hohe Effizienz hat. geht man davon aus, dass sich pro 
Amplifikationszyklus die amplifizierte DNA verdoppelt. Für Ang2 gab es zu diesem Zeitpunkt der RTD-
2 3 
1 
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PCR nur ein kommerziell verfügbares Primerpaar, welches eine geringere Effizienz im Vergleich zu den 
XS 13 Primern aufwies. 
In dieser Abbildung zeigt sich sowohl für die Amplifikation von XS 13 als auch für Ang2 ein 
gleichmäßiger Anstieg der CT-Werte. Dies spricht für relativ gleiche Ausgangsmenge von cDNA und 
eine gute Qualität des Versuchs. Die Unterscheidung der Amplifikation von XS 13 und Ang2 von siMock 




Abbildung 3.7: Dazugehörige Schmelzkurvenanalyse, die zwei spezifische Schmelzpunkte aufweist, 
nämlich für XS 13 (Nummer 2) bei 79°C und Ang2 (Nummer 1) bei 74-75°C.  
Am Ende der PCR wird bei kontinuierlicher Fluoreszenzmessung die Temperatur langsam bis 95°C 
erhöht. Bei einer für das spezifische Amplifikat charakteristischen Schmelztemperatur wird der DNA-
Doppelstrang denaturiert, wodurch SYBR-Green freigesetzt wird und eine Fluoreszenzabnahme 
registriert werden kann. Da die doppelsträngige DNA von spezifischen PCR-Produkten einen höheren 
Schmelzpunkt aufweist als unspezifische Amplifikate, ist eine Unterscheidung möglich. Außerdem gibt 
die Höhe des Schmelzkurven-Peaks, verglichen mit mitgeführten Standards, annähernd Auskunft über die 
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Ang2 32,3 33,1 34,3 34,8















XS13 19,4 19,9 20,5 20,9












Ang2 33,2 33,6 35,0 35,2
01:02 01:04 01:08 01:16
 
Abbildungen 3.8: CT-Werte der XS 13- und Ang2 Amplifikation von umgeschriebener cDNA aus RNA – 
Isolierungen von siMock (obere Zeile) und siPdcd4 (untere Zeile) transfizierten 8988T Zellen. XS 13 ist 
die unabhängige Variable, die in allen Zellen gleichmäßig transkribiert sein sollte, egal ob eine 
Behandlung mit siMock oder siPdcd4 statt gefunden hatte. Werden genau gleiche Mengen an cDNA 
aufgetragen, würde der „threshold“ Wert für XS 13 bei Kontrolle und Probe gleich beginnen. In diesem 
Beispiel zeigt sich ein leichter Versatz von 1,5 Zyklen, welches für eine geringe unterschiedliche cDNA 
Menge der Kontrolle und Probe spricht. Wichtig ist ein gleichmäßiger Anstieg der CT-Werte 
entsprechend der Verdünnungsreihe. Optimal wäre sowohl für XS 13 als auch für Ang2 eine stetige 
Zunahme von einem CT-Wert pro Verdünnungsreihe. Die obigen Abbildungen zeigen zwar einen 
gleichmäßigen aber nicht genau einheitlichen Anstieg um einen CT-Wert pro Verdünnungsreihe  für XS 
13 und Ang2. Geringe Abweichungen ergeben sich aus einer unterschiedlichen cDNA Ausgangsmenge, 
wahrscheinlich bedingt durch Pipettierunregelmäßigkeiten. Allerdings ergibt sich eine korrekte 
Auswertung der Ergebnisse der Amplifikation erst durch rechnerische Verfahren wie z.B. der unten 
beschriebenen Livak Methode. 
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Die Auswertung der RTD-PCR erfolgte nach der 2-CT Livak Methode. Die Livak 
Methode ist eine Möglichkeit eine relative Quantifizierung von einem Testgen (Ang2) 
im Vergleich zu einem Referenzgen (XS 13) zu berechnen. Hierdurch kann ein Wert 
berechnet werden, der eine relative Expression des Testgens der Probe im Vergleich zur 
Kontrolle anzeigt. Exemplarisch konnten an drei Tumorzelllinien die in der 
semiquantitativen RT-PCR gewonnenen Ergebnisse bestätigt werden.  
 
 




















32,3 17,9 33,1 18,4 34,3 19,0 34,8 19,5 
CT-Wert       
Probe 
33,2 19,4 33,6 19,9 35,0 20,5 35,2 20,9 
∆CT Kontrolle 
 
 CT Ang – CT XS 13 
14,4 14,7 15,3 15,3 
∆ CT Probe 
CT Ang – CT XS 13 
13,8 13,7 14,5 14,3 
∆∆ CT 
∆ CT Probe – 
∆CT Kontrolle 
-0,6 -1 -0,8 -1 
2^-∆∆CT 1,52 2 1,74 2 
In den Verdünnungsreihen zeigt sich eine Erhöhung der Ang2 DNA der Probe im 
Vergleich zur Kontrolle um Werte von 1,5 – 2,0. Daraus lässt sich schließen, dass 
dementsprechend 1,5 bis 2,0fach mehr mRNA in den mit siPdcd4 transfizierten Zellen 
gebildet wurde. 
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Schließlich bestätigten sich die Ergebnisse der semiquantitativen RT-PCR auch in 
RTD-PCR Versuchen mit HT-29- (Tabelle 3.2) und Panc1-Zellen (Tabelle 3.3). 
Verdünnungsreihe 1:2 1:4 1:8 1:16 
2^-∆∆CT 2,3 2,6 0,7 1,5 
In den Verdünnungsreihen zeigt sich eine Erhöhung der Ang2 DNA der Probe im 
Vergleich zur Kontrolle um Werte von 0,7-2,6. Daraus lässt sich schließen, dass 
dementsprechend  bis 2,6fach mehr mRNA in den mit siPdcd4 transfizierten Zellen 
gebildet wurde. Allerdings zeigt sich durch den Wert 0,7 in der 1:8 Verdünnung auch 
eine geringere Ang2 DNA Menge der Probe im Vergleich zu Kontrolle, wahrscheinlich 
bedingt durch einen Effizienzverlust der Ang2 Primer oder durch 
Pipettierunregelmäßigkeiten. 




Verdünnungsreihe 1:2 1:4 1:8 1:16 
2^-∆∆CT 169 169 210 169 
In den Verdünnungsreihen zeigt sich eine Erhöhung der Ang2 DNA der Probe im 
Vergleich zur Kontrolle um Werte von ~170-210. Daraus lässt sich schließen, dass 
dementsprechend max. bis 210fach mehr mRNA in den mit siPdcd4 transfizierten  
Zellen gebildet wurde. In Relation zu den oberen Ergebnissen und auch im Vergleich zu 
der semiquantitativen PCR der Panc1 Zellen scheint diese Erhöhung der Ang2 Menge 
eher unrealistisch. 
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3.5 Nachweis von sezerniertem Ang2 im Überstand 
von stabil und transient transfizierten Zelllinien 
 
Ang2 ist ein sezerniertes Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von 75kDa. In 
vorausgegangen Arbeiten in unserem Labor wurden Überstände gesammelt von 
Zelllinien die mit shPdcd4 (Pdcd4 Knock-down) stabil transfiziert und mit siPdcd4 
transient transfiziert wurden. Da die endogene Produktion von Ang2 unter Pdcd4 
Ausschaltung mittels siRNA sich steigerte, sollte möglicherweise eine erhöhte 
Sekretion von Ang2 statt finden. Es ergeben sich Hinweise in den unten dargestellten 
Ergebnissen (Abbildung 3.9), dass Ang2 vermehrt sezerniert wird.    
Die Western Blots mit Mediumüberständen erfolgten ähnlich wie unter Kapitel 2.2.3.2 
beschrieben. Statt dem üblichen 12%igen Polyacrylamidgel wurden niedrigere 
prozentige Polyacrylamidgele verwendet (7,5-10%) um eine bessere Auftrennung der 
Albumin – Ang2 Bande zu erreichen. Des Weiteren erfolgte das Blocken für mindestens 
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shPdcd4     -            +           -           + 
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Capan1     
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Abbildung 3.9: Western Blots von Mediumüberständen. Die links genannten stabil mit shPdcd4 
transfizierten HCT116- und BON-1 Zellen und die transient mit siPdcd4 transfizierten Capan1- und Imim 
PC1 Zellen wurden für kurze Zeit (bis 72h) in Kultur gehalten und das Medium gesammelt. Die Zelllinien 
wurden in Medium mit 10% FBS oder 1% FBS kultiviert, dementsprechend stehen dafür die 
Prozentzahlen. Auf der rechten Seite ist die Ponceau S Färbung als Zeichen der gleichen Proteinmenge 
aufgezeigt. Hier ist als dicke Bande das Albumin zu erkennen mit einem spezifischen Molekulargewicht 
von ~66kDa. Links daneben ist der dazugehörige Western Blot mit einer spezifischen Ang2 Bande bei 
~75kDa (mit Pfeil gekennzeichnet) über der Albumin Bande zu sehen. Es scheint vermehrt Ang2 
sezerniert zu werden in den stabil und transient transfizierten Zelllinien. 
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3.6 Tube Formation Assays mit konditioniertem 
Medium 
 
Aufgrund der Hinweise in den oben gezeigten Western Blots, dass Ang2 in Überständen 
von shPdcd4/ siPdcd4 transfizierten Zelllinien vermehrt sezerniert wurde, sollten 
weitere in vitro Versuche eine Beeinflussung anderer Zellen durch diese erhöhte Ang2 
Sezernierung zeigen. Für diese Versuche wurde eine humane mikrovaskuläre 
endotheliale Zelllinie genutzt, kurz genannt HMEC-1, die durch eine Virustransfektion 
unsterblich gemacht wurde [39, 41]. Diese Zelllinie ist morphologisch und funktionell 
endothelialen Zellen ähnlich und damit in der Lage migratorische und angiogenetische 
Aufgaben zu erfüllen. 
In Kapitel 2.2.5 ist die Versuchsdurchführung des Tube Formation Assay beschrieben. 
In eine 96-well Platte wurde in jedes verwendete well gemäß den Vorschriften 50µl 
GFR Matrigel pipettiert. Danach sollte das Matrigel 30min bei 37°C polymerisieren. 
20.000 HMEC-1 Zellen in 50µl Standardmedium sowie 100µl konditioniertes Medium 
(shMock/ shPdcd4 von HCT116- oder BON-1-Zellen) wurden dann in jeweils ein well 
zugesetzt und für 16 bis maximal 24h inkubiert. Die entstandenen Tubes wurden mit 
einer EOS 2 Canon Spiegelreflexkamera, die an das Phasen-Kontrast-Mikroskop 
angeschlossen wurde, abfotographiert (Abbildung 3.10). Durch ein, von unserem 
Medizininformatiker Johannes Huth, modifiziertes Programm (TimeLapseAnalyzer) 
konnten diese Fotographien ausgewertet werden. Dabei erfolgte eine Auswertung in 
Verzweigungen („junctions“), für gebildete Verbindungen zwischen den HMEC-1 
Zellen und eine Auswertung in Länge („length“), angegeben als Anzahl von Pixel, für 
die Länge der gebildeten Tubes (Abbildung 3.11). Anfänglich wurden die HMEC-1 
Zellen mit dem konditionierten Medium von BON-1- und HCT116-Zellen mit 1% FBS 
inkubiert. Entgegen der beschriebenen Literatur [39] wuchsen HMEC-1 Zellen in 
Medium mit wenig FBS (1% oder kein FBS) schlecht oder starben sogar ab. Deshalb 
beziehen sich alle nachfolgenden Auswertungen auf konditioniertes Medium mit einem 
FBS Gehalt von 10%. 
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Abbildung 3.10: Beispiel eines Tube Formation Assay vom 12.03.2010. Die Fotographien wurden 
standardisiert, dass heißt bei 4facher mikroskopischer Vergrößerung und durch Zentrierung der 
kreisrunden Aufhellung im Mittelpunkt durchgeführt. Dadurch gelang eine Auswertung der Fotographien 
eines genau definierten Fensters. Optisch fällt die Auswertung wie viele und wie lange Gefäße sich 
gebildet haben schwer. Auffällig ist aber, dass im Vergleich zum Standard, welcher ohne konditioniertes 
Medium behandelt wurde, in den mit konditioniertem Medium behandelten Proben mehr Tubes sich 
gebildet haben, die auch stärker verzweigt sind. Des Weiteren erscheinen auf den ersten Blick die Tubes 
der HMEC-1 Zellen, die mit shPdcd4 Medium behandelt wurden kräftiger und länger zu sein. 
 
 shMock HCT Medium mit 10% FBS shPdcd4 HCT Medium mit 10% FBS 
 shMock BON Medium mit 10% FBS shPdcd4 BON Medium mit 10% FBS 
 
Standard ohne konditioniertes Medium 
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Abbildung 3.11: Beispiel eines Tube Formation Assay vom 12.03.2010 mit computerbasierter 
Auswertung. Jede Zell-Zell-Verbindung wird als Verzweigung („junction“) und damit als Punkt markiert. 
Die Linien zwischen den Verzweigungen stellen die Länge („length“) der Verbindungen dar, die als Pixel 
ausgewertet werden. Die verschiedenen Farben kennzeichnen Tube-Verbände, d.h. zusammenhängende 
Tubes, die untereinander in Verbindung stehen. Unter jedem Bild ist die Anzahl der Verzweigungen und 
Standard ohne konditioniertes Medium 
shMock BON Medium mit 10% FBS shPdcd4 BON Medium mit 10% FBS 
 
shMock HCT Medium mit 10% FBS shPdcd4 HCT Medium mit 10% FBS 
Junctions: 66   Length: 19222 
Junctions: 110   Length: 23683 Junctions: 130   Length: 26758 
Junctions: 113   Length: 24098 Junctions: 129   Length: 28531 
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der Länge angegeben. Es werden mehr Verzweigungen und längere Tubes in dem mit BON oder HCT 
shPdcd4 behandelten HMEC-1 Zellen gebildet im Vergleich zu den mit shMock behandelten Zellen. 
 
Schließlich erfolgte eine graphische und statistische Auswertung (siehe Tabelle 3.4, 3.5 
und Abbildung 3.12, 3.13)  der durchgeführten Tube Formation Assays. Einbezogen 
wurden alle Versuche, die keinerlei Durchführungsmängel aufwiesen. Zu den 
möglichen Fehlerquellen in der Versuchsdurchführung gehörten vor allem: 
ungleichmäßige Verteilung der Zellen oder des Matrigels, unterschiedliche Zellzahl, 
Luftblasen im Matrigel, Luftblasen entstanden durch das Pipettieren der Zellen und des 
Mediums auf das Matrigel und zu lange oder zu kurze Inkubationszeit des Assays. 
Sowohl graphisch als auch statistisch zeigt sich, dass verzweigtere und längere Tubes in 
den mit shPdcd4 konditioniertem Medium, von BON- oder HCT-Zellen, kultivierten 
HMEC-1 Zellen gebildet werden. Statistisch gesehen sind die ausgewerteten Versuche 
hinsichtlich ihrer untersuchten Kriterien signifikant. Wie in unserem Modell 
beschrieben, könnte das konditionierte Medium der mit shPdcd4 transfizierten BON- 
und HCT-Zellen, welches vermehrt Ang2 beinhaltet, der auslösende Stimulus für eine 
gesteigerte Tube Formation sein.  
Tube Formation Assays mit konditioniertem BON Medium 
Versuchsdatum 
Verzweigungen 
Angaben in Prozent 
Länge 
Angaben in Prozent 
 shMock shPdcd4 shMock shPdcd4 
19.11.09 100 102,8 100 106,4 
04.03.10 100 126,2 100 108,2 
12.03.10 100 107,1 100 112,9 
29.04.10 100 147,8 100 129,9 






STAB  17,9 9,3 
P-Wert 0,033 0,015 
 
Tabelle 3.4: Statistische Auswertung der Tube Formation Assays mit konditioniertem BON Medium. 
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Mittelwert 100 120 114
Kontrolle Junctions Length
 
Abbildung 3.12: Graphische Auswertung der Tube Formation Assays mit konditioniertem BON Medium. 
 
Tube Formation Assays mit konditioniertem HCT Medium 
Versuchsdatum 
Verzweigungen 
Angaben in Prozent 
Länge 
Angaben in Prozent 
 shMock shPdcd4 shMock shPdcd4 
18.11.09 100 136,1 100 124,9 
12.03.10 100 114,2 100 118,4 
29.04.10 100 231,8 100 181,6 
30.04.10 100 149,4 100 121,1 






STAB  45,5 29,3 
P-Wert 0,029 0,040 
 
Tabelle 3.5: Statistische Auswertung der Tube Formation Assays mit konditioniertem HCT Medium. 
 




























Mittelwert 100 154 131
Kontrolle Junctions Length
 
Abbildung 3.13: Graphische Auswertung der Tube Formation Assays mit konditioniertem HCT Medium. 
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3.7 Tube Formation Assays mit rekombinanten 
Ang2 
 
In verschiedenen Veröffentlichungen wurden Tube Formation Assays mit 
rekombinanten Ang2 durchgeführt [71, 187]. Rekombinantes Ang2 wurde hinsichtlich 
seiner biologischen Aktivität geprüft und scheint die Funktionen seines natürlichen 
Proteins zu vermitteln [97]. In Tube Formation Assays mit steigenden Ang2 
Konzentrationen (siehe  Versuchsdurchführung Material und Methoden Kapitel 2.2.5) 
sollten zum einen die gefäßproliferativen Wirkungen auf HMEC-1 Zellen in Medium 
mit 10% FBS, zum anderen die gefäßregressiven Veränderungen auf HMEC-1 Zellen in 
Medium mit 1% FBS, untersucht werden. Dabei wird angenommen, dass Ang2 in 
Gegenwart von VEGF (welches auch in FBS vorhanden ist) gefäßstimulierend und 
während des Fehlens von VEGF gefäßrückbildend wirkt [83, 139, 154]. 
Die folgenden Ergebnisse (Tabellen 3.6-3.9 und Abbildungen 3.14.-3.17) unterstützen 
die oben beschriebene Hypothese. Ang2 wirkt in Gegenwart von anderen 
Wachstumsfaktoren, die in hohen Konzentrationen in FBS vorhanden sind, neo-
angiogenetisch und unter Karenz dieser angio-suppressiv. Für die Verzweigungen und 
die Länge zeigt sich in den Tube Formation Assays, mit 10% FBS im Medium, eine 
Ang2 konzentrationsabhängige Steigerung (Tabelle 3.6, 3.7 und Abbildung 3.14, 3.15). 
Im Einklang damit steht die Unterdrückung der Angiogenese in Versuchen mit 1% FBS 
im Medium (Tabelle 3.8, 3.9 und Abbildung 3.16, 3.17). Die Ergebnisse der HMEC-1 
Zellen mit 1% FBS und Ang2 sind nicht wie bei 10% FBS und Ang2 
konzentrationsabhängig aufgetragen, sondern zusammengefasst wurden. Gründe dafür 
sind: das nicht optimale Medium für die HMEC-1 Zellen, damit verbunden weniger und 
kleinere Tubes und daraus resultierend schlechter nachweisbare gefäßregressive 
Effekte. Letztendlich bestätigte sich auch, dass die angiogenetischen Effekte des 
konditionierten Mediums mit 10% FBS der BON-1- und HCT116-Zellen wirklich nur 
auf die erhöhten Konzentrationen von Ang2 zurück zuführen waren und nicht von 
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Tube Formation Assays mit rekombinanten Ang2 
Versuchsdatum Verzweigungen   (Angaben in Prozent) 
 Standard 10% 10ng/ml 50ng/ml 100ng/ml 200ng/ml 400ng/ml 
20.01.10 100 142,9 156,3 169,6 197,3 
 21.01.10 100 101,7 108,1 91,9 141,9 
29.01.10 100 57,6 115,2 181,8 169,7 
22.04.10 100 
 
110,4 121,9 132,3 138,5 
29.04.10 100 127,9 75,4 116,4 181,9 
30.04.10 100 148,5 169,7 172,7 209,1 
07.05.10 100 128 172,0 236,0 324,0 
Mittelwert  101 128 140 167 213 
STAB 42,7 18,7 43,5 41,1 79,3 
P-Wert 0,49 0,004 0,025 0,003 0,032 
Tabelle 3.6: Statistische Auswertung der Verzweigungen von Tube Formation Assays mit rekombinanten 


























Mittelwert 100 101 128 140 167 213
Standard 
10% 10ng/ml 50ng/ml 100ng/ml 200ng/ml 400ng/ml
 
Abbildung 3.14: Graphische Auswertung der Verzweigungen von Tube Formation Assays mit 
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Tube Formation Assays mit rekombinanten Ang2 
Versuchsdatum Länge   (Angaben in Prozent) 
 Standard 10% 10ng/ml 50ng/ml 100ng/ml 200ng/ml 400ng/ml 
20.01.10 100 84,2 105,8 75,6 44,9 
 21.01.10 100 103,4 121,8 95,9 137,4 
29.01.10 100 72,0 131,1 226,6 148,1 
22.04.10 100 
 
100,9 114,7 123,2 123,5 
29.04.10 100 96,6 70,5 105,4 140,4 
30.04.10 100 166,0 188,7 139,1 195,0 
07.05.10 100 114,4 143,9 164,0 205,5 
Mittelwert  87 120 131 123 166 
STAB 15,8 23,8 59,0 39,1 40,3 
P-Wert 0,139 0,036 0,108 0,084 0,023 
Tabelle 3.7: Statistische Auswertung der Länge von Tube Formation Assays mit rekombinanten Ang2 in 





















Mittelwert 100 87 120 131 123 166
Standard 
10% 10ng/ml 50ng/ml 100ng/ml 200ng/ml 400ng/ml
 
Abbildung 3.15: Graphische Auswertung der Länge von Tube Formation Assays mit rekombinanten 
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Tube Formation Assays mit rekombinanten Ang2 
Versuchsdatum Verzweigungen   (Angaben in Prozent) 
 Standard 1% 10ng/ml  50ng/ml 200ng/ml 400ng/ml 
14.01.10 100  87,7 
20.01.10 100 68,3 
 
29,2 




22.04.10 100 53,8  80,2 29.04.10 100 82,9 77,1 
Mittelwert  69 
STAB 18,3 
P-Wert 0,0002 
Tabelle 3.8: Statistische Auswertung der Verzweigungen von Tube Formation Assays mit rekombinanten 
Ang2 in verschiedenen Konzentrationen in Medium mit 1% FBS. 




















Standard 1% Ang2 10-400ng/ml
 
Abbildung 3.16: Graphische Auswertung der Verzweigungen von Tube Formation Assays mit 
rekombinanten Ang2 in verschiedenen Konzentrationen in Medium mit 1% FBS. 
 
Tube Formation Assays mit rekombinanten Ang2 
Versuchsdatum Länge   (Angaben in Prozent) 
 Standard 1% 10ng/ml  50ng/ml 200ng/ml 400ng/ml 
14.01.10 100  96,1 
20.01.10 100 76,3 
 
29,9 




22.04.10 100 72,1  86,6 29.04.10 100 84,1 72,5 
Mittelwert  76 
STAB 20,0 
P-Wert 0,0022 
Tabelle 3.9: Statistische Auswertung der Länge von Tube Formation Assays mit rekombinanten Ang2 in 
verschiedenen Konzentrationen in Medium mit 1% FBS. 
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Standard 1% Ang2 10-400ng/ml
 
Abbildung 3.17: Graphische Auswertung der Länge von Tube Formation Assays mit rekombinanten 




3.8 Boyden Chamber Assays mit konditioniertem 
Medium 
 
Der Boyden Chamber Assay ist eine in vitro Methode um die Migrationsfähigkeit von 
Zellen zu untersuchen. Dabei können Zellen innerhalb eines Inserts durch eine 
Porenmembran zu dem stimulierenden Agens in ein Well wandern. Aufgrund der 
Annahme das Ang2 neben der Gefäßbildung auch die Migration von endothelialen 
Zellen fördert, wurde der Einfluss von konditioniertem BON-1- oder HCT116-Medium 
auf HMEC-1 Zellen untersucht. Gemäß der Versuchsdurchführung (siehe Material und 
Methoden Kapitel 2.2.6) sind 40.000 HMEC-1 Zellen pro Insert in ihrem 
Standardmedium (500µl mit 10% oder 1% FBS) mit 750µl konditioniertem Medium 
(mit 10% oder 1% FBS) pro Well für 4-6h inkubiert wurden. Die erhöhte Ang2 
Konzentration in dem Mediumüberstand von shPdcd4 transfizierten BON-1- oder 
HCT116-Zellen sollte die Migration anregen. 
Die nachstehenden statistischen und graphischen Auswertungen der Boyden Chamber 
Assays belegen einen deutlichen promigratorischen Effekt von dem konditionierten 
Medium auf die HMEC-1 Zellen. Dieser Effekt zeigt sich sowohl in Versuchen mit 
10% FBS in HMEC-1 Medium und konditioniertem Medium als auch für Versuche mit 
1% FBS. Neben den Erkenntnissen der Tube Formation Assays konnten die Ergebnisse 
der Boyden Chamber Assays die vermutete erhöhte Ang2 Sekretion im 
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Mediumüberstand von BON-1- oder HCT116-Zellen, in denen Pdcd4 stabil 























Tabelle 3.10 und 3.11: Statistische Auswertung der Boyden Chamber  Assays mit 10%  und 1% FBS im 
konditionierten BON Medium. 
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BON1 K BON1 P
 
Abbildung 3.18 und 3.19: Graphische Auswertung der Boyden Chamber Assays mit 10% und 1% FBS im 
konditionierten BON Medium. 
 
Boyden Chamber Assays mit 






 shMock shPdcd4 
29.10.09 100 115,2 
25.11.09 100 110,2 
25.11.09 100 149,9 
17.12.09 100 114,0 








Boyden Chamber Assays mit 






 shMock shPdcd4 
29.10.09 100 125,0 
17.12.09 100 123,8 
22.12.09 100 170,0 
26.02.10 100 114,3 
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Boyden Chamber Assays mit 






 shMock shPdcd4 
29.10.09 100 104,8 
25.11.09 100 107,4 
17.12.09 100 112,5 
26.02.10 100 126,8 









Tabelle 3.12 und 3.13: Statistische Auswertung der Boyden Chamber Assays mit 10% und 1% FBS im 
konditionierten HCT Medium. 
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HCT1 K HCT1 P
 
Abbildung 3.20 und 3.21: Graphische Auswertung der Boyden Chamber Assays mit 10% und 1% FBS im 
konditionierten HCT Medium. 
 
 
Boyden Chamber Assay mit 






 shMock shPdcd4 
29.10.09 100 125,6 
25.11.09 100 113,2 
22.12.09 100 135,4 
26.02.10 100 128,5 
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3.9 Cell Invasion Assays mit konditioniertem 
Medium 
 
Dieser Versuch ist in seinem Aufbau ähnlich dem des Boyden Chamber Assay. 
Allerdings befindet sich hier auf dem Insert zusätzlich eine Matrigelschicht 
(Durchführung siehe Material und Methoden Kapitel 2.2.7). Dabei sollen die Zellen 
zuerst aktiv durch das Gel und dann durch die 8,0 µm dicke Porenmembran migrieren. 
Das Experiment funktionierte nicht, da die HMEC-1 Zellen in dem Matrigel nicht 
migrierten, sondern ausschließlich Tubes bildeten. Auch über einen Zeitraum von 48h 




























4.1 Das Zusammenspiel von Malignität, 
Angiopoietin2 und dem Tumorsuppressor 
Pdcd4 
 
Im Jahr 2006 erkrankten alleine in Deutschland ca. 426.800 Menschen an Krebs. Für 
das Jahr 2010 erwartet das RKI (Robert-Koch-Institut) einen weiteren Anstieg der 
Inzidenz auf ca. 450.200. Ein Grund für den stetigen Aufwärtstrend ist der 
demographische Wandel in unserer Gesellschaft. Vor 30 Jahren gab es in Deutschland 
in der männlichen Bevölkerung ca. 80% und in der weiblichen ca. 35% weniger 
Krebsneuerkrankungen. Insgesamt lebten in der Bundesrepublik 2006 ca. 1,4 Millionen 
Krebskranke, deren Diagnose nicht länger als 5 Jahre zurücklag, bzw. 2,1 Millionen, 
deren Diagnose nicht länger als 10 Jahre zurücklag - bei steigender Prävalenz bis heute 
(Quelle: RKI, Krebs in Deutschland: Häufigkeiten und Trends). Dabei bildet Krebs mit 
rund 25% die zweithäufigste Todesursache nach Herz-Kreislauf-Erkrankungen mit ca. 
40%. Während an malignen Erkrankungen ca. 216.010 Menschen verstarben, erlagen 
ca. 356.729 Menschen Herz-Kreislauf-Erkrankungen (Zahlen von 2008, Statistisches 
Bundesamt Deutschland).  
Maligne Neoplasien zeichnen sich durch unreguliertes Wachstum, Neoangiogenese, 
Gewebeinvasion und Metastasierung aus. Für das Wachstumsverhalten von primären 
Tumoren und deren Metastasierung ist der angiogene Switch von entscheidender 
Bedeutung [94, 151]. Dieser Vorgang beschreibt die Fähigkeit eines Tumors 
Gefäßneubildung (Neoangiogenese) zu induzieren und damit das dynamische 
Gleichgewicht zwischen pro- und antiangiogenen Faktoren zu Gunsten der 
Gefäßneubildung zu kippen. Die Tumorzellen sezernieren angiogene Signalstoffe und 
fördern damit die Proliferation und Einwanderung von Endothelzellen. Unter den 
angiogenen Faktoren nehmen VEGFs und Angiopoietine eine besondere Stellung ein. 
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Ang2, eines von vier Mitgliedern der Angiopoietin-Familie, wird physiologisch in 
Geweben mit vermehrtem Gefäßumsatz exprimiert, vorrangig in Endothelzellen, und 
fördert Angiogenese durch Destabilisierung von Blutgefäßen [80, 82, 175]. Die 
destabilisierenden Effekte beziehen die Fähigkeit von Ang2 als Antagonist oder 
partieller Agonist am Tie-2 Rezeptor ein, die stabilisierenden Funktionen von Ang1 zu 
unterbinden [70]. Bei der Hemmung von Ang2 konnte dadurch auch eine erhöhte 
Gefäßbeständigkeit und herabgesetzte Angiogenese beobachtet werden [18]. In einer 
Vielzahl von Tumoren bewiesen verschiedene Arbeitsgruppen eine erhöhte Ang2 
Expression auf mRNA- und/ oder Proteinebene [43, 151]. Die Funktion dieser erhöhten 
Ang2 Spiegel könnte darin bestehen, das gefäßstabilisierende Ang1-/ Tie-2 Signal zu 
stören, damit tumorexprimiertes VEGF das Sprossen von bestehenden Gefäßen 
induzieren kann. Es verstärkt dadurch die VEGF Antwort [35, 80, 82], wobei VEGF in 
endothelialen Zellen auch direkt die Ang2 Erzeugung erhöhte [200], im Sinne einer 
positiven proangiogenetischen Rückkopplung. Für Ang2 konnte gezeigt werden, dass in 
Gegenwart von VEGF Ang2 die Angiogenese induziert und - wie oben beschrieben - zu 
einer gesteigerten Stimulation des VEGF-Signals führt. Allerdings supprimiert Ang2 
ohne VEGF die Angiogenese und fördert die Gefäßrückbildung [80, 82]. Neben der 
Angiogenese in Verbindung mit VEGF war eine übermäßige Ang2 Bildung auch eng 
mit Tumorprogression, Tumorinfiltration und Metastasierung in verschiedenen 
Tumorentitäten verknüpft [26, 81, 85, 155]. Zusätzlich zeigten sich erhöhte Ang2 
Serumwerte in einigen Karzinomen mit wichtiger prognostischer Relevanz, da sie die 
Tumorprogression und das klinische Ergebnis/ Patientenüberleben beeinflussten [8, 25, 
52, 73, 89, 95]. Zusammenfassend betrachtet ist Ang2 ein interessanter therapeutischer 
Angriffspunkt, um die Angiogenese in Tumoren zu inhibieren. Für VEGF z.B. wurde in 
bislang vier randomisierten klinischen Phase-III-Studien, metastasierte Kolon-, 
Mamma-, und nicht kleinzellige Bronchialkarzinome ohne Plattenepithelkarzinome 
betreffend, mit Bevacizumab (Avastin®: humaner monoklonaler Antikörper, der VEGF 
bindet und inaktiviert) in Kombination mit Chemotherapie eine signifikante 
Verlängerung der Gesamtüberlebenszeit im Vergleich zur Chemotherapie alleine erzielt. 
Verschiedene Inhibitionsmöglichkeiten konnten für Ang2 auch schon beschrieben 
werden [24, 135, 136, 143, 162], daneben auch spezielle Antikörper [84]. Neuere 
Studien präsentierten vielversprechende Daten über Ang2-Antikörper/ 
Peptidfusionsproteine, auch in Verbindung mit VEGF-Inhibitoren, die das 
Diskussion  89 
 
Tumorwachstum und die Angiogenese hemmen und damit das Überleben verlängern 
könnten [14, 18, 56].   
Nun stellt sich die wichtige Frage, aufgrund welcher molekularbiologischer Grundlagen 
Ang2 reguliert wird? Neben der direkten antikörpergebundenen Hemmung wäre es von 
besonderem Interesse herauszufinden, wie Ang2 in Tumoren verstärkt exprimiert wird, 
um eventuell diesen initialen Weg zu unterbinden. Der physiologische 
Hauptproduktionsort von Ang2 befindet sich in Endothelzellen [82, 139]. Dazu passend 
bewiesen einige Studien eine vermehrte Ang2 Bildung in Endothelzellen von Tumoren 
[35, 84, 200]. Eine Möglichkeit der Regulierung von Ang2 in Endothelzellen stellt die 
transkriptionale Kontrolle durch die Transkriptionsfaktoren FOXO1 und FOXC2 dar. 
Eine siRNA induzierte Reduzierung von FOXO1 führte dabei zu einem Abfall der 
Ang2 Bildung [111]. Die FOXC2 Überexpression in transgenen Mäusen steigerte die 
Ang2 Bildung und kippte damit das angiogene Gleichgewicht zu Gunsten der 
Neoangiogenese [193]. Eine indirekte transkriptionale Regulierung von Ang2 konnte 
sich auch durch Glukose nachweisen lassen. Erhöhte Glukosespiegel beeinflussten den 
transkriptionalen Kosuppressor mSin3A, der über weitere Signalwege eine zunehmende 
Ang2 Expression in Endothelzellen einleitete [34]. Einen positiven Einfluss auf die 
Ang2 mRNA Expression und Protein Synthese induzierten auch hypoxische Zustände 
[38, 50, 114].  
Weshalb neben Endothelzellen auch Tumorzellen vermehrt Ang2 produzieren, ist 
weniger ausreichend untersucht [91, 152, 169]. Die Ergebnisse in dieser Arbeit 
(Abbildung 3.2-3.4, 3.6-3.8) zeigen eine Regulierung von Ang2 durch Pdcd4 auf 
Transkriptionsebene mit daraus resultierender Verminderung von Ang2 mRNA und 
Protein. Diese Steuerung findet sich nicht nur in einer Vielzahl von reinen 
Tumorzelllinien des pankreatiko-gastro-intestinalen Traktes, sondern lässt sich auch in 
Tumorzelllinien der Mamma, der Leber und in der embryonalen Niere nachweisen. 
Zusätzlich wurde in der immortalisierten humanen mikrovaskulären endothelialen 
Zelllinie HMEC-1 ebenfalls diese Regulierungsmöglichkeit von Ang2 durch Pdcd4 
belegt. Damit könnte Pdcd4 einen übergeordneten Regulator von Ang2 in 
Tumorzelllinien und in endothelialen Zellen darstellen. 
Allerdings konnte in PSC- und MDA-231 Zellen keine Regulierung der Ang2 
Proteinexpression durch Pdcd4 nachgewiesen werden. In MDA-231 Zellen zeigte sich 
zwar eine gesteigerte Ang2 Expression in den mit siPdcd4 transfizierten Zellen, aber der 
Nachweis von verringertem Pdcd4 Protein gelang nicht. In mehreren Western Blots 
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konnte kein Signal für Pdcd4, wahrscheinlich bedingt durch eine zu geringe Menge 
dieses Proteins, nachgewiesen werden. Die Western Blots der PSCs zeigten eine 
Verminderung der Pdcd4 Expression unter siPdcd4 Behandlung. Trotz kürzester 
Belichtung konnten aber keine Unterschiede in der Ang2 Expression festgestellt 
werden.  
Programmed cell death 4 (Pdcd4) Protein wird schon seit längerer Zeit als neuer 
Tumorsuppressor oder „transformation inhibitor“ gehandelt. Die putative Steuerung von 
Ang2 würde sich  in einer Vielzahl solcher Funktionen einreihen. Pdcd4 steuert über  
den MAP4K1 – JNK Pfad die Transaktivierung des Transkriptionsfaktors AP-1 [68, 
121] und verhindert das Zellwachstums und die Zellinvasion in Tumoren [106, 113, 
129]. Andere Arbeiten bestätigten, dass hohe Pdcd4 Mengen die maligne 
Transformation und Tumorprogression in vitro [32, 66, 153, 186] und in vivo [11, 199] 
unterdrückten. Nicht zuletzt aufgrund seiner strukturellen Eigenschaften und der damit 
verbundenen Hemmung der „cap-dependent“ Translation scheint Pdcd4 dafür 
prädestiniert zu sein [3, 30, 140, 186]. Parallel dazu und der Auffassung entsprechend, 
dass Pdcd4 ein Tumorsuppressor ist, zeigte sich in diversen Tumoren eine 
Herunterregulierung von Pdcd4 auf mRNA- und/ oder Protein Ebene [10, 44, 45, 149, 
178, 182, 185, 195]  mit der Folge einer Tumorprogression und geringeren 
Patientenüberlebens [46, 51, 126, 182]. Auf der einen Seite wird dabei das Pdcd4 
Protein vorrangig durch den PI3K/Akt/S6K1 („mTOR ribosomal protein S6 kinase 1”) 
Signalweg schrittweise abgebaut [28, 127, 168], auf der anderen Seite führt miR-21 zu 
einer Hemmung der Pdcd4 mRNA Translation  [23, 79, 184]. Beides sind Pfade, die 
stark in die Karzinogenese involviert sind und während dieser hochreguliert werden [33, 
191].  
Aus der Tatsache, dass Pdcd4 als ein vielversprechender Faktor im Rahmen neuer anti-
neoplastischer Therapien angesehen wird, ergibt sich nun die Frage, wie Pdcd4 auf 
therapeutischer Ebene angewendet werden könnte. Einige Studien zeigten, dass hohe 
Pdcd4 Level größere Ansprechraten für Chemotherapeutika bei diversen Tumoren 
bewirkten [10, 107, 113], wobei Chemotherapeutika wiederum die Pdcd4 
Konzentrationen erhöhen konnten [130, 195, 198]. Dadurch wären Pdcd4 
Konzentrationsbestimmungen in Tumoren ein relevanter prognostischer Faktor vor 
Beginn einer Therapie. Weiter bewiesen in vivo Versuche an Mäusen mit oder ohne 
Lungentumoren, dass die Aerosolfreisetzung von Pdcd4 gekoppelt an ein Trägersystem 
Apoptose fördern sowie zellproliferatorische und tumorangiogenetische Wege 
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inhibieren konnte [57, 160]. Hinzu kommt nun ein weiterer therapeutischer Ansatz. Mit 
der möglichen Steuerung von Ang2 durch Pdcd4 bindet sich der Tumorsuppressor 
direkt in die Neoangiogenese von Tumoren ein und unterstreicht damit seine Bedeutung 
in der Entwicklung maligner Neoplasien. Insgesamt gesehen ist eine Wiederherstellung  
(„restoring“) der Pdcd4 Expression in Tumoren und die damit verbundene Überführung 




4.2 Funktionelle Bedeutung der gesteigerten Ang2 
Konzentration 
 
Ob die nachgewiesene vermehrte Ang2 Bildung in den verschiedenen Tumor-Zelllinien 
wirklich zu neoplastischen Effekten beiträgt, sollten weitere in vitro Versuche 
bestätigen. Vorarbeiten in unserem Labor wurden an BON-1- und HCT116 Zellen 
durchgeführt. BON-1 Zellen stammen aus einem neuroendokrinen Tumor des Pankreas 
und HCT116 Zellen aus einem Kolonkarzinom. Diese Zelllinien sind hinsichtlich ihrer 
Herkunft, ihres Expressions- und Sekretionsverhaltens sehr unterschiedlich. Pdcd4 
inhibierte die Expression der Carboanhydrase II und korrelierte invers mit dem 
Zellwachstums in BON-1 Zellen [53, 106]. Außerdem scheint Pdcd4 an der 
Tumorentwicklung und Progression in neuroendokrinen Zellen beteiligt zu sein [164].  
Eine Ausschaltung von Pdcd4 mittels stabiler Transfektion steigerte dort die Sekretion 
von Chromogranin A und Sekretogranin II [105]. Vor allem aber der direkte Vergleich 
von BON-1- und HCT116 Zellen, die Pdcd4 überexprimierten, offenbarte hinsichtlich 
verschiedener Proteine des Zellzyklus und der Apoptose keine Übereinstimmungen 
[107]. Danach lag der Verdacht nahe, dass Pdcd4 eher zelltypspezifisch und in 
Abhängigkeit des genetischen Hintergrundes agiert. In weiteren Untersuchungen wurde 
in diesen Zelllinien diesmal die Pdcd4 Expression durch stabile shPdcd4 Transfektion 
herunterreguliert. Eine cDNA Microarray Analyse bewies eine massive Steigerung von 
Ang2 unter Pdcd4 Verlust in BON-1- und HCT116 Zellen, welches sich in 
semiquantitativen RT-PCRs und Western Blots bestätigte. Fraglich war aber, ob eine 
erhöhte endogene Expression von Ang2 auch zu einer gesteigerten Sekretion führen 
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könnte [174]. In Western Blot-Versuchen mit Mediumüberstand von BON-1- und 
HCT116 Zellen, die mit shPdcd4 stabil transfiziert und Mediumüberstand von Capan1- 
und Imim PC1 Zellen, die mit siPdcd4 transient transfiziert wurden, ergaben sich 
Hinweise, dass Ang2 tatsächlich vermehrt sezeniert wird (Abbildung 3.9). Kritisch zu 
betrachten war dabei das Einfrieren des Mediumüberstandes zwecks einer längeren 
Lagerfähigkeit. Wahrscheinlich bewirkte das Aliquotieren, das mehrmalige Einfrieren 
und Auftauen des Mediumüberstandes für die Durchführung mehrerer Versuche einen 
sichtlichen Wirkungsverlust, vermutlich durch sukzessiven Abbau von Ang2. 
Nichtsdestotrotz zeigten die Tube Formation Assays mit dem konditionierten Medium 
von BON-1- und HCT116 Zellen (Abbildung 3.11-3.13, Tabelle 3.4, 3.5) einen 
signifikanten angiogenetischen Stimulus vermittelt über Ang2. Sowohl die Kontrollen 
(siMock) als auch die Proben (siPdcd4) sind immer mit Medium mit gleichen Mengen 
an FBS behandelt wurden, dass heißt in dem Medium der HMEC-1 Zellen und in dem 
konditionierten Medium waren stets 10% FBS und damit gleich viele 
Wachstumsfaktoren vorhanden. Eine Reduzierung von FBS war aus unten genannten 
Gründen nicht möglich. Neben den angiogenetischen Eigenschaften von Ang2 führten 
einige Studien zu dem Ergebnis, dass Ang2 auch die Migration in vitro fördert [70, 71]. 
Die Resultate der Boyden Chamber Assays (Abbildung 3.18-3.21, Tabelle 3.10-3.13), 
ebenfalls mit konditioniertem Medium von BON-1- und HCT116 Zellen durchgeführt, 
wiesen eine promigratorische Wirkung von Ang2 auf die endothelialen Zellen nach. 
Sowohl für die Tube Formation als auch für die Boyden Chamber Assays wurden 
Versuche mit 0% FBS im Standardmedium der HMEC-1 Zellen und des konditionierten 
Mediums angestrebt. Dabei offenbarte sich, dass die HMEC-1 Zellen entgegen der 
beschriebenen Literatur nicht in Abwesenheit von FBS überleben konnten [39]. Eine 
Reduzierung der Wachstumsfaktoren im FBS war daher nicht möglich. Das zweite 
Problem stellte die unterschiedliche Zusammensetzung der Medien von HMEC-1 Zellen 
und der konditionierten Medien von BON-1- und HCT116 Zellen dar. In Vorversuchen 
zeigte die alleinige Inkubation von HMEC-1 Zellen mit konditioniertem Medium kein 
gut reproduzierbares Ergebnis, da das optimale Wachstumsmilieu für die Zellen nicht 
gegeben war. Erst die Kombination zwischen HMEC-1 Standardmedium mit 
konditioniertem Medium erwies sich als sinnvoll. Schließlich sollten die Ergebnisse des 
endogen vermehrt exprimierten und dadurch vermehrt sezernierten Ang2 auch durch 
Versuche mit rekombinanten Ang2 bestätigt werden [97]. Einige Arbeitsgruppen 
arbeiteten damit bereits erfolgreich an Tube Formation Assays [71, 187]. Ang2 steigerte 
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konzentrationsabhängig die Länge und Verzweigungen von Gefäßen, beides zusammen 
ein indirektes Maß für die Angiogenese in Gegenwart von HMEC-1 Medium mit 10% 
FBS. Weiterhin präsentierten sich gefäßrückbildende Wirkungen in Gegenwart des 
HMEC-1 Mediums mit 1% FBS. Dies steht im Einklang mit der in der Literatur 
beschriebenen VEGF-Abhängigkeit der Ang2 Funktionen [80, 82, 139]. Die Ergebnisse 
mit rekombinanten Ang2 und 10% FBS im Medium bestätigten aber, auch im Hinblick 
auf die Versuche mit konditioniertem Medium, dass der gefäßbildende Stimulus 
wirklich nur von der erhöhten Ang2 Expression stammt und nicht von weiteren 






Die nachfolgenden zwei Modelle fassen in Kürze das Zusammenspiel zwischen dem 
putativen Tumorsuppressor Pdcd4 und dem gefäßdestabiliserenden Protein Ang2 
zusammen. Nicht berücksichtigt in diesen Abbildungen, aber sicherlich von 
entscheidender Bedeutung, ist die VEGF-Abhängigkeit von Ang2. 
Abbildung 4.1 beschreibt die Konstellation von hohen Pdcd4 Mengen und geringer 
Ang2 Expression wie sie charakteristisch für normale, d.h. gesunde Zellen ist. Unter 
Einbeziehung der vorhandenen Datenlage würde in vielen Tumoren diese 
Vergesellschaftung zum einen ein nicht fortgeschrittenes Krankheitsstadium vermuten 
lassen bzw. ein weiteres Fortschreiten der Erkrankung verhindern und zum anderen 
einen günstigen Heilungsverlauf bei adäquater Therapie fördern. 
Die Konstellation wie sie in Abbildung 4.2 zusehen ist, mit reduzierten Pdcd4 Mengen 
und gesteigerter Ang2 Expression, ist in vielen bösartigen Tumoren zu finden. Dabei 
scheint dieses Zusammenspiel hinsichtlich Tumorwachstum, Metastasierung und 
schließlich auch Überlebenszeit einen negativen prognostischen Vorhersagewert zu 
liefern. Neben der Möglichkeit, über gezielte Antikörpertherapien die Ang2 Produktion 
und damit die Neoangiogenese zu unterbrechen, stellt die Wiederherstellung der 
unterdrückten Pdcd4 Expression einen wichtigen Grundpfeiler dar. Dieser Zustand 
gleicht eher dem als physiologisch geltenden Modell von Abbildung 4.1. Wie bereits 
erwähnt reguliert Pdcd4 über mannigfaltige Wege die Zellproliferation, das 
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Zellwachstum und wahrscheinlich auch die maligne Transformation. Die Eigenschaft, 
Ang2 zu kontrollieren und Migration sowie Neoangiogenese zu verhindern, belegt seine 
Funktion als Tumorsuppressor. 
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ABL   Abelson Murine Leukemia Viral Oncogene Homolog 1 
Ang2   Angiopoietin2 
Akt   Proteinkinase B 
AP-1   Activating Protein-1 
APS    Ammoniumpersulfat 
ATRA   All-Trans-Retinoic Acid 
BCR   Breakpoint Cluster Region 
bFGF   basic Fibroblast Growth Factor 
BMP   Bone Morphogenetic Protein 
BSA   Bovine Serum Albumin 
CA II   Carboanhydrase II 
CgA   Chromogranin A 
CML   Chronisch Myeloische Leukämie 
COX   Cyclooxygenase 
DMSO   Dimethylsulfoxid 
EDTA   Ethylenediaminetetraacetic acid 
EGF   Epidermal Growth Factor 
Ets-1   Protein C-ets-1 
eIF4A   Eukaryoter Initiationsfaktor 4A 
eIF4F   Eukaryoter Initiationsfaktor 4F  
eIF4G   Eukaryoter Initiationsfaktor 4G 
FAK   Focal Adhesion Kinase    
FBS   Fetal Bovine Serum 
FCS    Fetal Calf Serum 
FGF-2   Fibroblast Growth Factor 2 
FOXO   Forkhead Box O 
GER    Deutschland 
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HCC   Hepatozelluläres Karzinom 
Her2/neu  human epidermal growth factor receptor 2, erb-B2, c-erbB2 
HGF   Hepatocyte Growth Factor 
HRP    Horse Radish Peroxidase 
IL   Interleukin 
JNK   c-Jun N-terminal Kinases 
MAPK = ERK Mitogen-activated protein kinase 
MAP4K1  Mitogen-activated protein kinase kinase kinase kinase 1 
MEK   Mitogen-activated protein kinase kinase 
miR   MicroRNA 
MMP   Matrixmetalloproteinasen 
mRNA   messenger Ribo-Nucleic Acid 
NaOH    Natrium Hydroxid 
NSCLC  Non Small Cell Lung Cancer 
PBS    Phosphate Buffered Saline 
PC1   Proprotein-Konvertasen 1 
PCR    Polymerase Chain Reaction 
Pdcd4    Programmed cell death 4 
PDGF   Platelet-Derived Growth Factor 
PGE2   Prostaglandin E2 
PI3K   Phosphoinositid-3-Kinasen 
PMA   Phorbol Myristate Acetate 
PMSF    Pheylmehansulfonylfluorid 
RAR    Retinsäure-Rezeptor 
RNA    Ribo-Nucleic Acid 
RTD-PCR  Real Time Detection Polymerase Chain Reaction 
RXR    retinoid X receptor 
SDS   Sodium Dodecyl Sulfate 
Ser   Serin 
Sg II   Secretogranin II 
SOX   SRY-related HMG-box 
TBS    Tris Buffered Saline 
TEMED   N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin 
TGF-ß1  Transforming Growth Factor-ß1 
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TIMP-2  Tissue Inhibitor of Metalloproteinases 2 
TNF-α   Tumornekrosefaktor-α 
TPA   12-O-Tetradecanoylphorbol-13-acetate 
u-PAR   Urokinase Rezeptor 
UTR   Untranslated Region 
VEGF   Vascular Endothelial Growth Factor 
5-FU   5-Fluoruracil 
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Pdcd4 (programmed cell death 4) ist ein neuer Tumorsuppressor. In vielen Tumoren 
oder während maligner Transformation ließen sich supprimierte Pdcd4 Mengen 
nachweisen. Hohe Pdcd4 Spiegel wiederum verhinderten eine neoplastische 
Umwandlung. Bislang schienen aber die Wirkungen von Pdcd4 abhängig vom Zelltyp 
zu sein. Ang2 (Angiopoietin2), ein Wachstumsfaktor, der an der Neubildung von 
Gefäßen beteiligt ist, könnte ein zelltypübergreifendes Zielgen von Pdcd4 darstellen. 
Eine gezielte Suppression von Pdcd4 mittels siRNA (siPdcd4) in verschiedenen 
Tumorzelllinien der Mamma, der Leber, des pankreatiko-gastro-intestinalen Traktes 
sowie in Endothelzellen bestätigte in Western Blots eine Steigerung von Ang2 Protein. 
Zusätzlich zeigte sich in semiquantitativen RT- und RTD-PCRs eine Regulierung auf 
transkriptionaler Ebene. Damit ist Ang2 tatsächlich ein in mehreren Tumorzelltypen 
reguliertes Zielgen von Pdcd4. 
Nachdem eine erhöhte Ang2 Proteinexpression unter Pdcd4 Suppression in Western 
Blot Untersuchungen belegt werden konnte, ließen sich auch in Mediumüberständen 
von stabil (shPdcd4) oder transient (siPdcd4) transfizierten Zelllinien erhöhte Ang2 
Mengen im Vergleich zur Kontrolle nachweisen. Dies sprach für eine gesteigerte 
Sekretion von Ang2 Protein. Die funktionelle Bedeutung der erhöhten Ang2 Spiegel 
wurde in Tube Formation- und Boyden Chamber Assays untersucht und dabei die 
immortalisierte humane mikrovaskuläre endotheliale Zelllinie HMEC-1 verwendet. Die 
im konditionierten Medium von stabil shPdcd4 transfizierten BON-1- und HCT116-
Zellen erhöhten Ang2 Spiegel führten in Tube Formation Assays, im Vergleich zum 
Kontrollmedium, zu einer gesteigerten Gefäßneubildung. Anhand von Verzweigungen 
und Länge der Tubes erfolgte eine Software-basierte Auswertung. Bestätigt wurden 
diese Ergebnisse in Tube Formation Assays mit rekombinanten Ang2. Dabei ließen sich 
im Einklang mit der bestehenden Literatur zwei Auswirkungen nachweisen. Zum einen 
zeigten sich proangiogenetische Effekte von Ang2 in Verbindung mit Medium mit 10% 
FBS, zum anderen gefäßregressive Wirkungen von Ang2 in Medium mit 1% FBS. 
Vermutlich liegt das an den unterschiedlichen VEGF Konzentrationen, die mit 
steigendem FBS Gehalt des Mediums auch zunehmen. Zusätzlich ließ sich die Fähigkeit 
von Ang2, Migration von endothelialen Zellen zu fördern, in Boyden Chamber Assays 
nachweisen. Hierbei zeigten die gesteigerten Ang2 Konzentrationen im konditionierten 
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Medium der stabil transfizierten BON-1- und HCT116 Zellen mit 1% und 10% FBS 
promigratorische Effekte auf die HMEC-1 Zellen im Vergleich zur Kontrolle. 
Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Ang2 in diversen 
Tumorzelllinien ein Zielgen des Tumorsuppressors Pdcd4 ist. Durch Verringerung von 
Pdcd4 mittels siRNA wurde Ang2 vermehrt transkribiert, translatiert und sezerniert. Die 
funktionelle Bedeutung der gesteigerten Ang2 Sekretion ließ sich in Tube Formation 
Assays (angiogenetische Wirkung) und Boyden Chamber Assays (promigratorische 
Wirkung) nachweisen. Mit der Steuerung von Ang2 durch Pdcd4 bindet sich der 
Tumorsuppressor direkt in die Neoangiogenese von Tumoren ein und unterstreicht 
damit seine Bedeutung in der Entwicklung maligner Neoplasien. Insgesamt gesehen ist 
eine Wiederherstellung der Pdcd4 Expression in Tumoren und die damit verbundene 
Überführung in die aktive Rolle als Tumorsuppressor ein Hauptanliegen möglicher 
therapeutischer Ansätze.  
 
 















Pdcd4 (programmed cell death 4) is a new tumour suppressor. Pdcd4 levels are reduced 
in various tumours and during malignant transformation. Furthermore, high amounts of 
Pdcd4 showed the potential to repress malignant transformation. So far, the effects of 
Pdcd4 seemed to be cell type specific. The growth factor Ang2 (Angiopoietin2), which 
is involved in angiogenesis, could be a cell type independent target gene of Pdcd4. 
Selective down-regulation of Pdcd4 by siRNA (siPdcd4) showed enhanced Ang2 levels 
in Western Blots of tumour cell-lines of the mammary, liver, pancreas, gastrointestinal 
tract and in endothelial cells. Additionally, semiquantitative RT- and RTD-PCRs 
indicated a transcriptional regulation. Therefore Ang2 represents a target gene of Pdcd4 
in various tumour cell-lines.  
After proving the elevated Ang2 expression by Pdcd4 suppression in Western Blots, 
investigations of supernatants of stably (shPdcd4) and transiently (siPdcd4) transfected 
cell-lines revealed higher Ang2 amounts in comparison to the control, indicating an 
augmented secretion of Ang2 protein. Tube Formation- and Boyden Chamber Assays 
were done to show the relevance of high Ang2 levels. We used the immortalized 
microvascular endothelial cell-line HMEC-1 for these experiments. The higher Ang2 
levels in the conditioned medium of stably shPdcd4 transfected BON-1- und HCT116- 
cells caused an increased angiogenic activity in Tube Formation Assays in comparison 
to the mock control. Length and junctions of the tubes were software based evaluated. 
Tube Formation Assays with recombinant Ang2 confirmed these results. According to 
the existing literature Ang2 acted in two ways. On the one hand Ang2 increased the 
angiogenic activity in medium with 10% FBS, on the other hand Ang2 repressed 
angiogenesis in medium with 1% FBS. The predictable reasons are the different VEGF 
amounts in Medium with 1% and 10% FBS. Next to angiogenesis Ang2 had migrational 
potential on HMEC-1 cells in Boyden Chamber Assays. The higher levels of Ang2 in 
the conditioned medium of stably shPdcd4 transfected BON-1- and HCT116 cells with 
1% and 10% FBS caused an increased migration on HMEC-1 cells in comparison to the 
mock control.  
In summary, this study shows that Ang2 is a target gene of Pdcd4 regulated in various 
tumour cell-lines. The suppression of Pdcd4 by siRNA led to a higher transcription, 
translation and secretion of Ang2. The functional importance of increased Ang2 
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amounts was seen in Tube Formation and Boyden Chamber Assays. Pdcd4 controls 
angiogenesis via regulation of Ang2 and is thus involved in the development of 
malignant neoplasms. All in all, a putative restoring of Pdcd4 in tumours and with it an 
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